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UARUEN 


Introduction  à  la  Série  XV  du  Botaniste. 


Je  suis  Ijeui'eiix  (Je  présenlei*  aujourd'hui  daus  celle 
XV  série  du  Botaniste  uu  uiëmoire  de  mon  fils  aîné, 
dont  les  Iravaux  ullérieurs  porteront  comme  celui-ci 
la  signature  Pierre  Dangeard^  alors  que  les  miens  ont 
toujours  été  présentés  sous  la  si*^nature  P.  A.  D(in- 
geard  :  de  la  sorte,  aucune  confusion  ne  pourra  se 
produire  dans  l'espril  des  Iccleurs. 

Les  abonnés  da  Botaniste  ne  devront  pas  être  éton- 
nés du  Jait  que  la  XV^  Série  se  trouve  publiée  alors 
que  la  Série  XIV  n'est  pas  encore  terminée  :  il  y  a  là^ 
je  le  reconnais,  une  anomalie  regTellable  :  celle-ci  est 
due  à  plusieurs  causes  dont  la  principale  consiste  dans 
le  prix  élevé  de  l'impression  et  des  planches  :  cepen- 
dant, j'ai  bon  espoir  de  pouvoir  donner  la  fin  du 
mémoire  sur  l'assimilation  chlorophyllienne  prochai- 
nement. 
^  En  ce  qui  concerne  les  Séries  suivantes,  mon  inten- 

tion est  de  les  faire  paraître  régulièrement. 

Ma  nomination  récente  à  la  Chaire  de  Holani(|ue  de 
la  Sorbonne  à  la  place  de  l'éminenl  el  ree^relté  profes- 
seur Gaston  Bonnier   m'impose  des  oblii»ahons    non- 


Il 


velles  qui  peuvent  avoir  leur  répercussion  sur  le  rôle 
du  Botaniste  et  son  mode  de  publication. 

Jusqu  ici,  depuis  Tépoque  déjà  lointaine,  oi^i  avec  la 
belle  audace  de  la  jeunesse,  je  publiais  la  P^  série,  j'ai 
toujours  tenu  à  conserver  à  ce  journal  un  caractère  très 
personnel  .  en  assumant  désormais  la  direction  d'un 
Laboratoire  de  recherches,  je  puis  être  amené  à  aug"- 
menler  le  nombre  des  collaborateurs  et  par  suite  à  élar- 
gir le  champ  des  observations  dans  tous  les  domaines 
de  la  Botanique  générale. 
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INTRODUCTION 


La  connaissance  de  la  cellule  a  fait  récemment  d'importants 
progrès.  Ceux-ci  sont  dus  non  seulement  au  nombre  et  à  la 
valeur  des  chercheurs  qui  ont  abordé  ces  difficiles  problèmes 
dans  tous  les  pays,  mais  aussi  à  la  perfection  des  techniques 
employées  et  à  l'introduction  de  nouvelles  méthodes  d'inves- 
tigation. 

Tous  les  êtres  vivants  étant  formés  de  cellules,  on  conçoit 
que  l'étude  de  celles  ci  soit  d'un  intérêt  capital  pour  une  meil- 
leure compréhension  de  la  vie.  C'est  ce  qui  explique  l'impor- 
tance que  prend  de  plus  en  plus  la  Science  de  la  cellule  ou 
Cytologie  parmi  les  travaux  modernes. 

Ces  recherches  n'ont  pas  uniquement  un  intérêt  théorique 
ou  philosophique,  car  leur  portée  est  grande  dans  le  domaine 
médical  où  la  connaissance  des  altérations  cellulaires  peut 
éclairer  un  diagnostic.  Cependant  n'auraient-elles  aucune 
répercussion  pratique  que  ces  études  n'en  seraient  pas  moins 
passionnantes,  car  c'est  à  leur  sujet  que  se  posent  les  grands 
problèmes  biologiques  dont  la  solution  préoccupera  toujours 
les  esprits  :  celui  de  la  constitution  intime  de  la  matière 
vivante,  celui  de  la  sexualité  ou  de  l'hérédité.  Enfin  si  l'on 
veut  établir  une  comparaison  entre  les  Végétaux  et  les  Ani- 
maux c'est  la  Cytologie  qui  permet  de  rechercher  les  points 
communs  ou  d'évaluer  les  différences,  puisque  l'existence  des 
phénomènes  cellulaires  chez  les  uns  et  chez  les  autres  constitue 
le  principal  trait  commun  aux  deux  règnes. 
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Nous  avions  pensé  au  début  de  ces  recherches  pouvoir 
entreprendre  des  investigations  parallèles  chez  les  animaux  et 
chez  les  végétaux.  11  est  certain  qu'un  travail  de  Cytologie 
gagnerait  à  être  poursuivi  dans  ces  conditions  ;  nous  avons  été  " 
bientôt  forcé,  par  suite  de  l'étendue  du  sujet,  de  nous  cantonner 
dans  les  limites  de  la  Botanique. 

Les  données  déjà  anciennes  que  nous  possédons  sur  la 
structure  de  la  cellule,  remontent  aux  fondateurs  de  la  théorie 
cellulaire,  à  Dujardin,  Schleiden,  Schwann.  Après  les  travaux 
des  dernières  années  qui  ont  complété  et  précisé  un  grand 
nombre  de  détails,  on  peut  résumer  ainsi  nos  connaissances. 

La  cellule  végétale  se  compose  essentiellement  d'une  petite 
masse  de  matière  albuminoïde,  le  cytoplasme,  souvent  entou- 
rée et  protégée  par  une  membrane  cellulosique  et  qui  contient 
toujours  à  son  intérieur  un  noyau.  Le  cytoplasme  se  présente 
comme  une  masse  amorphe,  hyaline,  peu  réfringente  et  qui 
paraît  être  de  consistance  plus  ou  moins  visqueuse.  Lorsqu'on 
l'observe  à  un  très  fort  grossissement,  il  donne  l'impression 
soit  d'une  substance  homogène,  soit  d'une  substance  très  fine- 
ment granuleuse. 

Le  noyau  est  généralement  arrondi  et  bien  délimité  par  une 
fine  membrane.  Il  contient  un  ou  plusieurs  nucléoles.  Au 
moment  de  la  division  cellulaire,  sa  substance  se  découpe  en 
tronçons,  les  chromosomes,  qui  se  répartissent  d'une  façon 
égale  entre  les  noyaux  fils.  La  présence  constante  du  noyau 
dans  toute  cellule  et  les  phénomènes  très  curieux  de  la  division 
nucléaire  ont  fait  donner  au  noyau  une  importance  exception- 
nelle dans  la  cellule. 

Nous  n'avons  cependant  aucune  raison  de  ne  pas  attribuer 
au  cytoplasme  un  rôle  égal  à  celui  du  noyau  dans  les  mani- 
festations de  la  vie. 

C'est  pourquoi  son  étude  a  été  poursuivie  activement  depuis 
quelque  temps.  Nous  laisserons  pour  notre  part  la  question 
du  noyau  cellulaire  complètement  de  côté,  pour  nous  con- 
sacrer uniquement  aux  problèmes    que  pose    le    cytoplasme. 
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Cette  gelée  primitive,  base  de  la  vie,  que  l'on  nomme  encore 
protoplasme,  nous  est  très  mal  connue,  mais  elle  renferme  à 
son  intérieur  des  corps  variés  qui  sont  beaucoup  mieux 
définis  ;  certains  d'entre  eux  sont  certainement  de  la  matière 
vivante,  mais  néanmoins  ils  se  distinguent  toujours  du  cyto- 
plasme parce  qu'ils  err  sont  séparés  par  un  contour  précis. 

Ces  éléments  sont  les  plastes  ou  leacites  qui  peuvent  être 
colorés  en  vert  par  la  chrorophylle,  les  microsomes,  les  gout- 
telettes d'huile,  les  grains  d'aleiirone  qui  sont  des  substances 
de  réserve,  les  vacuoles  qui  sont  des  réservoirs  de  suc  cellu- 
laire. Ces  formations  n'ont  pas  une  importance  égale  partout 
et  elles  ne  sont  pas  de  même  valeur.  C'est  ainsi  qu'une  cellule 
de  la  feuille  d'une  mousse  renferme  une  grande  quantité  de 
plastes  verts  tandis  qu'une  cellule  de  champignon  en  est 
dépourvue.  Une  cellule  de  l'albumen  du  Ricin  renferme  de 
l'aleurone  et  de  l'huile  en  abondance  ;  ce  sont  les  plastes  por- 
teurs d'amidon  qui  dominent  dans  une  cellule  du  tubercule 
de  la  pomme  de  terre.  Les  vacuoles  enfin  sont  prépondérantes 
dans  le  tissu  aqueux  de  la  pulpe  d'orange.  Les  variations  sont 
donc  très  grandes  d'un  tissu  à  l'autre  et  d'un  végétal  à  un 
autre.  Ces  modifications,  jointes  à  celles  qui  portent  sur  la 
membrane  et  sur  le  noyau,  suffisent  à  donner  à  chaque  tissu, 
à  chaque  partie  d'un  végétal  sa  physionomie  propre. 

Il  en  résulte  que  pour  avoir  une  idée  assez  exacte  de  la 
nature  des  éléments  que  contient  le  cytoplasme,  il  faudrait 
suivre  leur  évolution  à  partir  de  l'œuf  et  durant  tout  le  déve- 
loppement du  végétal,  voir  quelles  sont  les  transformations 
qu'ils  subissent,  suivant  qu'ils  font  partie  de  tel  ou  tel  tissu 
différencié  et  cela  pendant  le  cycle  entier  de  la  vie  d'une 
plante. 

Cette  façon  d'envisager  les  questions  cellulaires  caractérise 
les  travaux  modernes  :  on  ne  se  contente  pas  d'étudier  la 
cellule  dans  un  tissu  donné,  mais  on  suit  l'évolution  de  ses 
diverses  parties  au  cours  du  développement  ;  on  conçoit  que 
cette  étude   soit    parfois    très    difficile,  mais   elle  apporte  des 
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renseignements  très  précis  sur  la  valeur  des  organites  consti- 
tutifs du  cytoplasme. 

On  a  été  ainsi  conduit  tout  naturellement  à  distinguer 
parmi  les  éléments  du  cytoplasme  des  corps  constants  et  des 
corps  dont  la  présence  n'est  que  temporaire.  Les  premiers 
ont  certainement  une  grande  importance  puisque  toute  cellule 
les  possède  ;  les  seconds  dont  l'existence  n'est  que  transitoire, 
n'ont  aussi  qu'un  moindre  rôle. 

Les  efforts  des  cytologistes  qui  ont  étudié  la  cellule  végétale 
dans  ces  dernières  années  ont  eu  pour  résultat  de  montrer 
la  constance  d'un  certain  nombre  d'organes  cellulaires  consi- 
dérés autrefois  comme  accessoires. 

Depuis  les  travaux  de  Schimper,  les  plastes  ou  plastides 
végétaux  sont  considérés  comme  des  éléments  constants  de  la 
cellule  végétale  au  même  titre  que  le  noyau.  Bien  que  les  con- 
clusions de  cet  auteur  aient  été  adoptées  en  général  par  les 
botanistes,  elles  demandaient  encore  de  nouvelles  démonstra- 
tions. M.  P.  A.  Dangcard  a  fourni  récemment  un  argument  de 
grande  valeur  en  faveur  de  cette  autonomie  de  l'appareil  plas- 
tidaire  par  ses  études  sur  la  Sélaginelle.  Il  a  montré  que  dans 
les  cellules  jeunes  du  méristème  de  cette  cryptogame  vascu- 
laire,  il  n'y  avait  qu'un  seul  plaste  dont  proviennent  par  divi- 
sion tous  les  chloroplastes  qui  sont  nombreux  dans  les  cellules 
adultes  en   fonctionnement  chlorophyllien. 

Une  semblable  indépendance  du  système  des  plastes  a  été 
démontrée  par  les  travaux  concordants  de  Sapehin,  Scherrer 
et  Mottier  chez  les  Muscinées.  On  sait  qu'elle  existe  chez  les 
Algues  où  l'on  a  remarqué  depuis  longtemps  que  les  plastes 
colorés  par  le  pigment  assimilateur  persistent  pendant  toute 
la  durée  du  développement  et  se  conservent  même  dans  les 
gamètes  reproducteurs.  Chez  les  Phanérogames,  la  question 
était  plus  difficile  à  élucider^  parce  que  les  plastes  s'y  présentent 
■sous  des. aspects  variés  (leucoplastes,  amyloplastes,  mitoplastes, 
chloroplastes),  néanmoins  tous  les  travaux  importants  sur  ce 
sujet;  en  particulier  ceuxdeM.  Dangeard  et  deM.  Guillermond, 


apportent  une  confirmation  à  la  thèse  de  Schimpcr  sur  la  per- 
manence des  plastes.  ii  paraît  donc  bien  établi  actuellement 
que  les  plastes  ou  plastides  végétaux  constituent  un  ensemble 
d'élénienis  constants,  au  même  titre  que  le  noyau,  se  multi- 
pliant par  division  les  uns  à  partir  des  autres;  c'est  à  cet 
ensemble  que  M.  P.  A.  Dangeard  a  donné  le  nom  de  plnstidome. 

En  dehors  des  plastes,  on  a  mis  en  évidence  dans  la  cellule 
de  très  petits  éléments  arrondis  ou  en  courts  bâtonnets  dont 
la  fonclion  est  encore  complètement  inconnue  :  ce  sont  les 
77iicrosomes.  Ces  éléments  se  fixent  et  se  colorent  en  général 
comme  les  plastes^  aussi  la  confusion  est-elle  facile  avec  ces 
derniers.  La  tendance  actuelle  des  cytologistes  est  de  les  con- 
sidérer comme  formant  un  ensemble  spécial  n'ayant  aucune 
relation  avec  les  plastes  ;  c'est  l'opinion  des  savants  dont  nous 
avons  déjà  cité  les  noms.  Ces  microsomes  forment  un  ensemble 
auquel  M.  P.  A.  Dangeard  a  donné  le  nom  de  sphérome  (i). 
Beaucoup  d'auteurs  leur  appliquent  le  terme  de  chondriosomes 
(MM.  Sherrer,  Sapehin,  Motlier)ou  celui  de mitochondries inactives 
(M.  Guillermond).  Leur  mode  de  multiplication  est  entouré 
d'obscurité  ;  ils  semblent  c[u'ils  soient  capables  de  se  diviser 
comme  les  plastes  et  de  se  propager  ainsi  de  cellules 
à  cellules.  Ce  qui  paraît  certain,  c'est  leui-  présence  constante 
dans    toutes    les    cellules,    dans    tous    les    groupes    végétaux. 

Leur  rôle  est  absolument  inconnu  jusqu'à  présent.  Ils  doi- 
vent être  soigneusement  distingués  des  petites  gouttelettes 
d'huile  qui  ne  sont  que  des  éléments  transitoires  On  les 
reconnaît  toujours  par  leur  propriété  de  se  coloierpar  l'héma- 
toxylino  en  noir  comme  les  plastes. 

A    côté  du  plaslidome  et   du  sphérome,  la  cellule  végétale 
conlient    fréquemment  de   jieliles    cavités    ou    chambres  i em- 
plies d'un   liquide    clair  dénOi-.mé    le   suc   cellulaire.   Ces  élé 
menis    ont  reçu    le   nom  de  vacuoles   et  leur   ensemble    forme 
l'appareil  ou  le  système  vacuolaire  de  la  cellule.   Ce  système 

i)  Avec  celle  dénomination,  les  micro^omes  de\iennent  des  xphrrfiosomes . 
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est  très  peu   apparent   dans   certaines   cellules,  en  particulier 
dans   les  cellules  jeunes  des  méristèmes,   de  sorte  que  l'on  a 
nié  son  existence  dans  ces  organes  jusque  dans  ces  dernières 
années  (i).  Il  en  résultait  que  l'on  décrivait  et  que  l'on  décrit 
encore   dans  les   traités  classiques,  la  naissance  et  l'évolution 
des     vacuoles    à     partir  des    cellules    embryonnaires,"   de    la 
manière  suivante  :  au  début,  les  cellules  de  méristème  ont  un 
cytoplasme  plein,  dépourvu  de  vacuoles  ;  dans  les  cellules  un 
peu  éloignées    du   point    végétatif,   de  petites  vacuoles  appa- 
raissent; elles  grossissent  dans   les  cellules  plus   âgées   et   se 
fusionnent  finalement  en  une  seule  grosse  vacuole,  qui  refoule 
cytoplasme  et  noyau  à  la  périphérie.  Comment  se  forment  les 
premières  vacuoles  ?  Cette   apparition    de   vacuoles   dans    un 
cytoplasme  primitivement  compact,  paraissait  si  naturelle  ou 
même   si   dénuée   d'intérêt    que,   en   général,  personne  ne  se 
posait  la  question.   On  supposait  que   les  vacuoles  naissaient 
parce  que  la  cellule  se  saturait  d'eau  et  que  l'eau  se  séparait  à 
un  moment  donné  des  molécules  constituantes  du  cytoplasme 
et  s'isolait,   comme  s'isolent  les    bulles  dans   une  mousse    de 
savon. 

Par  conséquent,  il  était  logique  de  penser,  que  lorsque  les 
petites  vacuoles  se  formaient,  elles  étaient  très  aqueuses,  et 
personne  ne  songeait  que  les  vacuoles  pouvaient  présenter 
un  état  demi-lluide  à  leur  début  et  ne  s'hydrater  que  peu 
à  peu. 

Il  y  eu  tout  de  même  quelques  botanistes  dont  les  idées 
marquèrent  une  plus  exacte  appréciation  du  rôle  et  de  la 
signification  de  l'appareil  vacuolaire.  Ce  furent  les  biologistes 
de  l'école  de  de  Vries.  Ils  voyaient  juste,  lorsqu'ils  considé- 
raient les  vacuoles  comme  des  éléments  constants  delà  cellule, 
mais  leur  appréciation  ne  reposait  pas  sur  des  faits  bien 
probants;  en  outre  ils  soutenaient  en  même  temps  des   idées 

(i)  Un  élève  de  de  Vries,  Went,  avait  cependant  écrit  en  1888  que  toutes  cellules 
renferment  des  vacuoles,  même  celles  des  méristèmes,  mais  il  ne  fut  guère  suivi 
dansées  conclusions.  On  trouvera  plus  loin  un  exposé  de  ses  travaux. 
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difficiles  à  admettre  sur  la  membrane  dilTérenciée  des  vacuoles 
ou  lonoplaste,  ce  qui  contribua  à  discréditer  l'ensemble  de 
leurs  conceptions. 

Dans  ces  dernières  années,  l'emploi  systématique  d'une  mé- 
thode spéciale  Celle  des  cobralions  vitales,  amena  M.  P.  A.  Dan- 
geard  à  une  interprétation  difTérente  de  l'appareil  vacuolaire. 

Nous  devons  dire  en  quelques  mots  quelle  est  celte  méthode 
dont  l'utilisation  généralisée  a  véritablement  bouleversé  nos 
anciennes  notions.  Elle  consiste  à  soumettre  des  fragments 
de  végétaux  vivants,  de  jeunes  feuilles  par  exemple,  à  l'action 
d'un  colorant  très  dilué;  seules  certaines  matières  colorantes 
réussissent  dans  ces  conditions  à  pénétrer  dans  la  cellule 
vivante,  on  les  désigne  du  nom  de  «  colorants  vitaux  ».  Le 
meilleur  d'entre  eux  est  incontestablement  le  rouge  neutre 
avec  lequel  les  insuccès  sont  tout  à  fait  rares;  le  bleu  de 
crésyl  brillant  est  d'un  emploi  presque  aussi  commode,  puis 
viennent  le  bleu  de  Nil,  le  bleu  de  méthylène,  le  vert  Janus  et 
la  liste  pourrait  être  encore  allongée.  Le  colorant  vital,  après 
avoir  franchi  la  membrane,  se  fixe  sur  les  vacuoles,  dont  le 
suc  prend  une  teinte  tiès  vive,  alors  que  le  reste  de  la  cellule, 
protoplasme  et  noyau  demeure  incolore. 

On  possède  alors  une  image  extrêmement  nette  et  précise  de 
l'appareil  vacuolaire  dont  les  moindres  détails  se  détachent 
vigoureusement  sur  un  fond  incolore. 

Ce  qui  fait  la  grande  valeur  de  cette  méthode  pour  l'étude 
des  vacuoles,  c'est  que  la  coloration  est  spécifique,  c'est  à  dire 
qu'elle  s'applique  toujours  aux  mêmes  éléments,  à  tel  point 
qu'une  teinture  vitale  au  louge  neutre  permettra  toujours  de 
distinguer  l'appareil  vacuolaire  des  autres  formations  présentes 
dans  la  cellule.  Il  n'a  été  jusqu'ici  constaté  qu'un  très  petit 
nombre  d'exceptions  à  cette  règle,  aussi  bien  chez  les  Algues 
et  les  Champignons  variés  que  chez  les  Cryptogames  vascu- 
laires  et  les  Phanérogames  (i). 

(i)  Consulter   le  chapitre  consacré    aux    colorants  vitaux   où  ces  exceptions  sont 
examinées. 
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Cette  généralité  des  phénomènes  de  coloration  vitale  a  été 
mise  en  lumière  par  M.  P.  Â.  Dangeard  et  nous  l'avons 
confirmée  dans  les  exemples  que  nous  avons  étudiés  person- 
nellement. Sans  doute,  les  procédés  eux-mêmes  ne  sont  pas 
nouveaux,  ils  ont  maintes  fois  été  utilisés  par  les  zoologistes, 
et  même  quelques  botanistes  en  ont  fait  un  usage  assez  impor- 
tant (Pfeffer),  mais  Ton  considérait  cette  méthode  comme 
ayant  une  action  très  incertaine  et  très  variable  qui  ne  pouvait 
nullement  servir  à  définir  un  ensemble  autonome  d'éléments 
cellulaires  (2). 

Il  est  désormais  démontré  que  chez  les  végétaux,  l'emploi  des 
colorations  vitales  permet  de  délimiter  et  de  distinguer  rap_ 
pareil  vacuolaire  de  toutes  les  autres  formations.  Cette  propo- 
sition jusqu'à  présent  demeure  dans  le  domaine  de  l'hypothèse 
en  ce  qui  concerne  la  cellule  animale. 

Grâce  à  ce  phénomène  encore  mal  expliqué  des  colorations 
vitales,  beaucoup  de  faits  nouveaux  ont  été  décrits  par  M.  P.  A. 
Dangeard.   Il  a  remarqué    d'abord    que    les  cellules    les    plus 
jeunes  des  méristèmes,   n'étaient  pas  dépourvues  de  vacuoles, 
comme   beaucoup   de  botanistes   le    pensaient,    mais   qu'elles 
renfermaient    des    corpuscules    de   substance    vacuolaire    très 
condensée,  qui  lorsqu'ils  s'hydratent,   sont  le  point  de  départ 
des   vacuoles  typiques.  Nous  avons   montré  pour  notre    part, 
qu'une  disposition  homologue  se  rencontrait  dans  les  graines, 
et  que  les  corpuscules  de  substance  vacuolaire  concrétée,  étaient 
représentés   précisément    par    les     grains    d'aleurone    connus 
depuis  plus  d'un  demi  siècle,  mais  dont  la  véritable  nature  et  la 
signification  étaient  encore  douteuses.   Ainsi    un  parallélisme 
frappant  existe  entre  les  divers  tissus  d'un  végétal  qui  passent 
par  une  période  de  vie  ralentie,  tout  s'enchaîne  harmonieuse- 
ment, et  le  système  vacuolaire  devient  avec  les  idées  nouvelles 
un  appareil  autonome,  du  point  de  vue  morphologique  comme 
du  point  de  vue  génétique,  présent  dans  toutes  les  cellules. 

(2)  Cette  opinion  se  trouve  signalée  dans  un  article  de  M.  P    de  Beauchamps  sur 
les  coloralions  vitales  paru  dans  l'année  biologique. 
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Le  fait  qu'aucune  cellule  végétale  n'est  dépourvue  d'appareil 
vacuolaire,  pose  un  problème  très  important,  celui  de  la  perma- 
nence des  vacuoles  en  tant  qu'éléments  de  la  cellule.  On  a  vu 
précédemment,  toute  l'importance  que  l'on  attribue  aux 
éléments  cellulaires  constants,  comme  le  noyau  et  les  plastes. 
Si  les  vacuoles  sont  présentes  partout,  à  tous  les  stades  de  la 
vie  d'une  plante,  leur  importance  se  trouve  rehaussée  d'une 
façon  considérable  et  il  n'y  a  aucune  raison  pour  ne  pas  faire 
jouer  à  leur  substance  propre  un  rôle  dans  l'hérédité.  C'est 
bien  ce  que  l'on  constate  et  la  cause  en  est,  que  la  substance 
vacuolaire  ne  se  perd  pas,  mais  se  transmet  d'une  cellule  à  une 
autre  pendant  la  division.  On  peut  donc  dire  que  toute 
vacuole  provient  d'une  vacuole  préexistante,  de  même  que 
tout  noyau  provient  d'un  autre  noyau. 

Les  colorations  vitales  ont  révélé  des  aspects  très  variés  et 
assez  inattendus,  présentés  par  l'appareil  vacuolaire  dans  les 
cellules  de  méristème  :  ce  sont  des  formes  filamenteuses  ou 
délicatement  réticulées  dont  la  disposition  varie  avec  les 
mouvements  du  cytoplasme. 

Ces  états  très  curieux  ne  sont  pas  conservés  d'ordinaire  par 
les  fixateurs  et  l'on  conçoit  que  l'on  ait  pu  commettre  l'erreur 
de  croire  les  cellules  jeunes  dépourvues  d'appareil  vacuolaire. 
Les  vacuoles  sont  peut-être  encore  plus  curieuses  par  leur 
nature  chimique  que  par  leur  extrême  plasticité.  La  plus 
grande  diversité  règne,  comme  on  le  sait,  en  ce  qui  concerne 
les  substances  contenues  dans  leur  intérieur,  albuminoïdes, 
alcaloïdes^  glucosides,  tannins,  pigments  anthocyaniques, 
acides  divers,  diastases,  etc..  Elles  sont  le  laboratoire  où  se 
déversent  tous  les  produits  de  l'activité  cellulaire. 

Cependant,  malgré  cette  variété,  il  y  a  toujours  phénomène 
de  coloration  vitale  ;  dans  tous  les  cas,  la  vacuole  accumule  le 
colorant  vital  à  son  intérieur  et  prend  ainsi  une  teinte  très 
vive.  A  quoi  est  due  cette  attirance  ?  Evidemment  à  un  corps 
ou  à  un  groupe  de  corps  contenus  dans  le  vacuome.  M.  P.  A. 
Dangeard  a  donné  un  nom  à  cette  substance;  il  l'a  nommée 
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métachromatine  et  dans  son  hypothèse  toute  vacuole  végétale 
sans  exception  renferme  de  la  métachromatine  qui  lui  donne 
ses  principales  propriétés.  Cette  substance  n'est  d'ailleurs  pas 
entièrement  hypothétique,  car  la  métachromatine  était  déjà 
connue  chez  les  Algues  et  les  Champignons  et  c'est  aussi 
M.  Dangeard  qui  avait  montré  dans  ses  travaux  précédents 
que  la  métachromatine  est  toujours  présente  dans  l'appareil 
vacuolaire. 

En  allant  plus  loin,  il  a  généralisé  cette  notion  en  l'étendant 
à  toutes  les  vacuoles  végétales.  En  le  faisant,  il  s'est  attiré  des 
critiques  inconsidérées  ;  en  effet  si  l'on  est  loin  d'avoir  prouvé 
l'existence  de  la  métachromatine  dans  toutes  les  vacuoles,  il 
ne  s'ensuit  pas  qu'elle  n'y  existe  pas  néanmoins  et  l'hypothèse 
de  M.  P.  A.  Dangeard  sur  la  métachromatine  est  assez  sédui- 
sante pour   être  adoptée  par  tous  les  esprits  généralisateurs. 

Cette  question,  en  même  temps  que  d'autres  qui  peuvent  se 
poser  à  propos  des  vacuoles  végétales,  sera  abordée  et  discutée 
au  cours  de  l  exposé. 

Une  première  partie  sera  consacrée  à  la  description  des 
organes  en  voie  de  croissance  des  Gymnopermes  (bourgeons 
foliaires);  pendant  le  développement  de  ceux-ci,  il  se  produit 
une  évolution  des  vacuoles  qui  était  restée  jusqu'ici  inconnue. 

Dans  une  deuxième  partie,  les  transformations  de  l'aleurone, 
cette  matière  protéique  si  importante  des  graines,  seront 
décrites  pendant  la  maturation  et  pendant  la  germination, 
chez  les  Gymnospermes,  le  Ricin  et  les  Graminées.  C'est  une 
autre  face  des  phénomènes  d'évolution  vacuolaire,  pour 
laquelle  une  attention  spéciale  a  été   réservée  dans  ce  travail. 

Un  complément  s'imposait  à  ces  recherches  ;  il  consistait  à 
montrer  l'importance  du  système  des  vacuoles  dans  les  organes 
reproducteurs  eux-mêmes.  Cette  partie  sera  plus  courte  que 
les  précédentes  :  elle  comprend  une  étude  des  vacuoles  dans 
le  pollen  chez  divers  Gymnospermes. 

Plusieurs  problèmes  très  différents  se  rapportent  aux  vacuoles 
végétales.  Une  préoccupation  première  a  été  bien  entendu  de 


—  11  — 

faire  connaître  aussi  exactement  que  possible  des  observations 
de  morphologie  cellulaire  qui  sont  nouvelles.  La  précision  en 
ces  matières  est  la  principale  garantie  des  conclusions  que  l'on 
formule.  Mais  l'attention  d'un  naturaliste,  même  s'il  s'occupe 
de  cytologie,  ne  saurait  se  cantonper  dans  des  détails  morpho- 
logiques ;  elle  doit  s'élever  à  la  recherche  des  causes  et  pour 
les  découvrir  avoir  recours  à  l'expérimentation. 

A  ce  genre  d'études  se  rapportent  des  recherches  groupées 
dans  une  quatrième  partie  de  cette  thèse.  La  mélachromasie 
des  vacuoles  a  été  comparée  à  des  phénomènes  de  virage  des 
colorants  observés  ((  in  vitro  ».  A  côté  de  ce  chapitre  un  autre 
traitera  du  mode  d'action  des  colorants  divers  «  réputés 
vitaux  »  (colorants  vacuolaires  et  non  vacuolaires)  et  l'on  verra 
ainsi  que  d'autres  éléments  cellulaires  en  dehors  des  vacuoles 
peuvent  être  reconnus  par  la  méthode  des  teintures  vitales. 

La  méthode  des  colorants  vitaux,  a  été  notre  principale 
technique  dans  ce  travail  ;  les  résultats  qu'elle  donne  sont  très 
siirs  ;  nous  le  montrerons  en  décrivant  les  faits  et  en  établis- 
sant la  comparaison  avec  d'autres  procédés.  Cette  comparaison 
est  nécessaire,  car  il  n'existe  pas  en  cytologie  de  méthodes  par- 
faites ;  il  faut  donc  pouvoir  discuter  de  leur  valeur  et  ne  pas 
s'en  rapporter  au  témoignage  d'une  seule. 

La  chimie  végétale  ne  peut  non  plus  laisser  indiflerent  un 
cytologiste.  Il  est  intéressant  de  soumettre  à  l'analyse  une 
plante  entière  ou  quelques-uns  de  ses  organes,  mais  il  n'est 
pas  négligeable  de  pouvoir  déceler  les  substances,  au  moment 
de  leur  apparition  dans  la  cellule  elle-même.  C'est  pourquoi 
il  serait  excellent  que  le  cytologiste  fût  en  même  temps  un 
chimiste.  Dans  cet  ordre  de  recherches,  on  peut  citer  les  tra- 
vaux de  MM.  Guignard  et  ceux  d'Errera^  les  uns  sur  les  prin- 
cipes actifs  des  Crucifères,  les  autres  sur  le  glycogène  des 
végétaux. 

La  science  de  la  michrochimie  est  bien  peu  avancée,  cepen- 
dant l'on  sait  très  bien  reconnaître  dans  une  cellule  des  corps 
comme   l'amidon,  le    glycogène,   l'inuline,  les  tannins,  etc.. 
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on  peut  noter  le  lieu  d'apparition  de  certains  d'entre  eux.  Il  y 
a  un  fait  remarquable  pour  plusieurs  de  ces  substances,  c'est 
que  leur  formation  a  lieu  dans  une  partie  bien  définie  de  la 
cellule.  Ainsi  l'amidon  se  forme  toujours  à  l'intérieur  des  plastes, 
les  tannins,  lanthocyane  dans  les  vacuoles  et  il  serait  aussi 
surprenant  de  voir  les  plastes  sécréter  des  vésicules  de  tannin 
ou  des  gouttes  d'antliocyane  que  de  constater  l'apparition  de 
véritable  amidon  dans  une  vacuole.  Or  la  connaissance  de 
quelques-uns  de  ces  faits  est  le  fruit  de  travaux  tout  récents. 

On  trouvera  ici  une  contribution  à  l'évolution  chimique 
des  vacuoles  et  au  mode  d'apparition  cytologique  de  deux 
'groupes  de  substances  vacuolaires  très  répandus,  les  tannins 
et  les  anthocyanes.  L'exposé  ne  constitue  pas  un  chapitre  spé- 
cial, mais  se  trouve  incorporé  dans  les  recherches  de  pure  mor- 
phologie. 

La  même  remarque  peut  être  faite  pour  la  partie  cytologique 
oii  sont  exposés  les  faits  obtenus  après  fixation  et  coloration. 
Leur  description  a  été  annexée  à  chacun  des  chapitres  afin 
qu'on  puisse  confronter  facilement  les  résultats  obtenus. 

Enfin  nous  indiquerons  en  terminant  les  conclusions  géné- 
rales que  l'on  peut  formuler  sur  tous  ces  sujets.  Dans  l'en- 
semble, noti'c  programme  a  été  de  montrer  que  l'on  peut  par 
la  combinaison  de  moyens  divers,  même  simples,  et  par  l'ob- 
servation des  éléments  vivants  à  diverses  époques  de  leur 
évolution,  élargir  notre  connaissance  de  la  vie  cellulaire. 


HISTORIQUE 


Les  premiers  botanistes  qui  eurent  une  connaissance  précise 
de  la  cellule  végétale,  ne  manquèrent  pas  d'être  frappés  par  la 
présence  très  fréquente  au  sein  du  protoplasme  de  lacunes  plus 
ou  moins  volumineuses  remplies  d'un  liquide  clair,  le  suc 
cellulaire.  Ils  nomment  ces  espaces  des  vacuoles  et  constatent 
que  le  liquide  qu'elles  renferment,  est  formé  pour  la  plus 
grande  part  d'eau,  tenant  en  dissolution  diverses  substances 
salines  en  petites  quantités. 

Il  existe  d'après  eux  des  cellules  sans  vacuoles  :  ce  sont  les 
cellules  jeunes,  que  l'on  observe  dans  les  méristèmes,  où  elles 
se  multiplient  activement  en  vue  de  la  croissance  des  organes. 
A  mesure  que  ces  éléments  vieillissent,  il  apparaît  dans  leur 
protoplasme  des  vacuoles  d'abord  petites,  qui  grossissent  peu 
à  peu  et  finissent  généralement  par  confluer  en  une  énorme  et 
unique  vacuole  remplissant  presque  toute  la  cavité  cellulaire 
et  qui  rejette  noyau  et  protoplasme  à  la  périphérie. 

Ces  vacuoles  peuvent  naître  à  l'intérieur  du  protoplasme  à 
une  place  quelconque  :  elles  résultent  de  l'agrandissement 
d'espaces  d'abord  minimes  et  microscopiques  dans  lesquels  se 
rassemble   le  trop-plein  de  l'eau   retenue  par  le  piotoplasme. 

Les  vacuoles  n'ont  pas,  par  conséquent,  un  caractère  perma- 
nent :  elles  sont  absentes  dans  les  cellules  jeunes  embryon- 
naires et  leur  apparition,  ainsi  que  leur  croissance,  se  produit 
au  cours  de  l'évolution  que  subissent  les  cellules  jeunes  avant 
d'atteindre  l'état  adulte. 
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Leur  mode  de  naissance  est  un  phénomène  qui  reçoit  une 
facile  explication  :  à  un  moment  donné,  le  protoplasme  saturé 
d'eau  en  laisse  filtrer  une  certaine  quantité  entre  se«  mailles  et 
les  petits  intervalles  ainsi  créés  n'ont  plus  qu'à  grossir,  pour 
prendre  la  forme  et  l'apparence  de  vacuoles  normales. 

On  ne  doit  accorder  aucun  caractère  de  vie  à  ces  espaces,  qui 
ne  peuvent  être  envisagés  que  comme  des  éléments  morts,  en 
opposition  complète  avec  le  plasma  vivant  doué  de  toutes  les 
fonctions  et  de  toutes  les  propriétés  de  la  vie. 

Ces  idées  sur  les  vacuoles  végétales,  exprimées  dans  les  tra- 
vaux de  botanistes  tels  que  Naegeli,  Von  Mohl,  Hanstein,  sont 
encore  en  faveur  à  l'heure  actuelle  :  il  est  donc  intéressant  de 
connaître  leur  origine.  Elles  n'accordent  pas  aux  vacuoles  une 
importance  morphologique  en  rapport  avec  les  fonctions  vitales 
qu'elles  jouent  en  réalité.  En  effet,  l'on  sait  depuis  longtemps 
que  le  suc  vacuolaire^  grâce  aux  sels  dissous  qu'il  contient 
détermine  un  appel  d"eau  à  l'intérieur  des  vacuoles,  ce  qui 
entraîne  une  pression  de  turgescence  et  une  certaine  rigidité 
des  tissus  de  la  plante.  Un  premier  rôle  des  vacuoles  est  donc 
d'assurer  la  fermeté  des  organes. 

L'arrivée  de  l'eau  et  des  sels  dissous  du  milieu  extérieur, 
provoque,  d'autre  part,  suivant  les  lois  physiques  de  l'osmose 
applicables  au  suc  des  vacuoles,  l'entrée  des  aliments  minéraux 
nécessaires  à  la  vie  des  cellules  et  à  celle  de  la  plante  tout 
entière.  Les  vacuoles  ont  donc  un  rôle  de  premier  plan  dans  le 
mécanisme  de  la  nutrition  et  des  échanges  qui  ont  lieu  de 
cellule  à  cellule. 

Le  désaccord  paraît  marqué  entre  la  faible  valeur  morpho- 
logique des  vacuoles,  comme  constituant  cellulaire,  et  leur 
rôle  physiologique  si  important.  C'est  probablement  pour  cette 
raison  qu'un  botaniste  hollandais.  De  Vries,  fut  conduit  à 
exprimer  une  opinion  différente  au  sujet  des  vacuoles. 

Ce  dernier,  en  effet,  est  l'auteur  d'une  théorie  nouvelle  sur 
la  nature  véritable  des  vacuoles.  Celles-ci,  pour  les  botanistes 
précédents  n'ont  qu'an  caractère  d'éléments  accidentels  ;  elles 
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deviennent  au  contraire  pour  le  savant  hollandais  des  parties 
constitutives  de  la  cellule,  permanentes  et  comparables  sous 
ce  rapport  aux  noyaux  et  aux  chromatophores. 

De  Vries  commence  par  montrer  qu'il  y  a  des  vacuoles 
dans  les  cellules  les  plus  jeunes  :  il  les  met  en  évidence  dans 
les  racines  de  germinations  de  Zea  Mays  au  moyen  de  la 
plasmolyse.  Par  conséquent  les  cellules  des  méristèmes  ne  sont 
pas  dépourvues  de  vacuoles  comme  on  le  croyait.  En  ce  qui 
conceine  leur  origine,  il  ne  peut  donner  de  conclusion  cer- 
taine, mais  il  ne  croit  pas  que  les  vacuoles  puissent  se  former 
directement  dans  le  plasma,  c'est-à-dire  naitre  «  de  novo  ».  Il 
incline  à  penser  qu'il  apparaît  d'abord  un  corps  solide  dans 
lequel  se  forme  le  suc  cellulaire,  de  la  même  façon  que  l'amidon 
se  forme  dans  un  plaste. 

Dans  le  cas  des  cellules  adultes  et  aussi  des  cellules  d'algues 
(Spirogyra),  il  montre  que  la  paroi  des  vacuoles  peut  rester 
vivante  après  la  mort  du  cytoplasme.  Dans  ses  expériences, 
l'auteur  emploie  souvent  une  solution  de  nitrate  de  potasse  à 
lo  o/o  colorée  par  de  l'éosine  :  les  cellules  sont  plongées  dans 
ce  milieu,  il  se  fait  un  plasmolyse,  puis  le  protoplasme  et  le 
noyau  meurent  et  se  teignent  en  rose,  tandis  que  la  vacuole 
reste  incolore  un  certain  temps.  De  ces  faits,  il  tiie  la  conclu- 
sion que  la  vacuole  possède  une  paroi  vivante  à  laquelle  il 
donne  le  nom  de  (onoplasle. 

Aucune  plante  ne  lui  paraît  plus  démonstrative  pour  affirmer 
l'existence  de  ce  tonoplaste  que  les  Spirogyra. 

Ainsi,  pour  de  Vries,  la  membrane  vacuolaire  est  une  paroi 
vivante,  qui  sécrète  le  suc  cellulaire  comme  le  plaste  sécrète 
l'amidon.  Le  tonoplaste  a  encore  pour  rôle  de  maintenir  le  suc 
cellulaire  à  une  concentration  convenable  pour  le  fonctionne- 
ment physiologique.  Les  tonoplastes  ne  se  forment  jamais 
«  de  novo  »  mais  tout  tonoplaste  provient  nécessairement  d'un 
tonoplaste  préexistant,  de  la  même  façon  que  tout  noyau  pro- 
vient d'un  autre  noyau  (de  Vries  i885). 

Parmi    les   recherches   inspirées  par  la  théorie  de  de  Vries, 
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nous  devons  mentionner  celles  de  Went  (1888)  et  de  Tswett 
(1896).  Le  premier  auteur  est  un  élève  de  de  Vries  et  il  déve- 
loppe dans  son  travail  et  cherche  à  prouver  les  idées  théoriques 
suivantes. 

i"  Toutes  les  cellules  vivantes  contiennent  des  vacuoles. 
Pour  les  observer  dans  les  cellules  de  méristèmes^  il  pratique 
des  coupes  longitudinales  qu'il  place  dans  une  solution  de 
glucose  à  3  ou  5  0/0  suivant  une  technique  indiquée  par 
Strasburger.  Dans  ces  conditions  il  met  en  évidence  partout  de 
petites  vacuoles.  Cependant  il  arrive  que  le  cytoplasme  soit  trop 
épais  pour  que  l'on  puisse  discerner  les  vacuoles. 

Les  exemples  étudiés  sont  nombreux  :  racines  dWtlium 
Cepa,  Vicia  Faba,  Lupinus  luteus,  Zea  Mays,  etc..  sommets 
de  tiges  iV Asparagus,  Aristolochia,  Hippuris  vulgaris,  etc..  ; 
cellules  terminales  de  Cryptogames,  Salvinia  milans,  Cyathea; 
Champignons,  011  il  note  que,  dfms  quelques  cas,  les  Jilamenls 
jeunes  ont  un  contenu  épais  oh  les  vacuoles  sont  invisibles. 

2°  Les  vacuoles  se  multiplient  les  unes  à  partir  des  autres 
par  division  et  elles  peuvent  aussi  se  fusionner  après  coup 
entre  elles,  par  exemple  chez  les  Champignons,  dans  les  grains 
de  pollen,  les  méristèmes,  dans  les  tentacules  de  Drosera  où 
le  phénomène  avait  été  vu  par  de  Vries. 

3°  Les  vacuoles  ne  se  forment  jamais  aux  dépens  du  proto- 
plasme comme  l'ont  admis  Nageli,  Hofmeister  et  Sachs.  Dans 
tous  les  cas  011  l'on  a  cru  voir  se  former  de  nouvelles  vacuoles, 
là  où  il  n'y  en  avait  pas  auparavant,  il  s'agissait  d'un  simple 
gonflement  de  vacuoles  préexistantes. 

Went  a  donc  décrit  beaucoup  de  faits  intéressants  sur  les 
vacuoles,  malheureusement,  il  ne  prouve  pas  la  plupart  des 
conclusions  théoriques  qu'il  énonce.  La  faiblesse  de  plusieurs 
de  ses  arguments  fera  que  ses  idées  ne  seront  pas  prises  en 
suffisante  considération. 

Dans  un  autre  mémoire  paru  en  1889,  Went  entreprend  de 
démontrer  que  les  vacuoles  sont  présentes  dans  les  corps 
reproducteurs  des  algues.  Il  a  étudié  les  zoospores  de  Codium 
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tomentosiim,  du  Chaelomorpha  aerea^  les  org'anes  mâles  et 
femelles  du  Cysfoseira  abroinnijolia  et  du  Sargassum  linijo' 
liiim,  les  poUinides  les  caipospores  et  les  tetraspores  d'un 
certain  nombre  de  Floridées.  Partout,  il  est  arrivé  aux  mêmes 
conclusions  :  les  vacuoles  des  différents  corps  reproducteurs 
proviennent  par  voie  de  division  de  la  vacuole  de  leur  cellule 
mère.  Ces  observations  renforcent  donc  ses  convictions  sur  la 
nature  des  vacuoles. 

Van  Tieghem  à  la  même  époque  en  France,  se  montre  favo- 
rable aux  idées  de  de  Vries  et  il  les  modifie  légèrement  pour 
donner  sur  le  système  vacuolaire  une  opinion  qui  s'apparente 
de  près  à  celle  de  l'école  hollandaise.  Pour  lui  les  vacuoles 
sont  comparables  aux  leucites  et  il  abandonne  le  mot  de 
vacuole  pour  le  remplacer  par  celui  d'hydrole Licite,  c'est-à- 
dire  de  leucite  aquiière  (1888). 

En  Allemagne  au  contraire  les  idées  de  de  Vries  sont  heurtées 
de  front  et  fortement  critiquées  par  plusieurs  botanistes  émi- 
nents  à  la  tête  desquels  se  trouve  Pfeffer. 

Dans  un  mémoire  étendu  paru  en  1890,  Pfeffer  donne  une 
critique  très  serrée  de  la  thèse  de  de  Vries.  Pour  lui  les 
vacuoles  sont  si  peu  des  formations  autonomes  que  l'on  peut 
les  faire  naître  artificiellement.  Un  plasmode  de  Myxomycète 
(Chondrioderma)  peut  englober  des  particules  d'asparagine. 
Si,  ensuite  on  replace  ce  plasmode  dans  l'eau,  il  se  forme  par 
dissolution  du  cristal,  une  vacuole  qui  persiste  et  qui  montre 
toutes  les  propriétés  des  vacuoles  normales. 

D'autre  part,  il  nie  l'autonomie  des  membranes  vacuolaires 
ou  tonoplastes  ;  cette  membrane  n'apas  d'individualité  propre, 
car  elle  se  forme  aux  dépens  du  cytoplasme,  lorsque  celui-ci 
est  mis  au  contact  de  l'eau  et  par  suite  de  ce  contact  même. 

Il  constate  que,  dans  un  protoplasme  dépourvu  de  vacuoles, 
on  en  voit  apparaître  soudain  un  grand  nombre  et  il  lui 
paraît  bien  hypothétique  d'admettre  qu'elles  se  sont  dévelop- 
pées dans  ce  cas,  aux  dépens  d'ébauches  préexistantes,  quoique 
absolument  invisibles. 

Dangeard  •  2 
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Quant  à  la  mulliplication  des  vacuoles  par  division  indiquée 
par  de  Vries,  elle  n'est  pas  du  tout  une  preuve  qu'il  ne  peut 
pas  naître  de  nouvelles  vacuoles  directement.  La  division  des 
vacuoles  pendant  la  division  de  la  cellule  est  une  nécessité 
évidente  à  priori  et  qui  ne  prouve  rien. 

Pfeffer  contribue  donc  à  ruiner  les  idées  théoriques  émises 
par  de  Vries  et  il  maintient  les  données  anciennes  de  Von 
Mohl,  Hofmeistcr,  Naegeli  sur  les  vacuoles.  Ce  sont  des  produc- 
tions aqueuses  qui  naissent  dans  le  cytoplasme  à  un  emplacement 
quelconque  ;  les  résultats  des  expériences  sur  la  formation 
artificielle  des  vacuoles  dans  les  plasmodes  doivent  être 
étendus  aux  autres  cas  et  l'on  doit  admettre  partout  la  possi- 
bilité d'une  néojormation  des  vacuoles. 

Tswett  en  1896,  dans  ses  recherches  de  physiologie  cellu- 
laire, ne  se  décide  pas  nettement  en  faveur  de  l'une  ou  de 
l'autre  théorie.  Il  reconnaît  cependant,  comme  l'avait  fait 
de  Vries^  que  les  membranes  plasmiques  sont  des  couches 
nettement  différenciées  et  de  véritables  organes  de  la  cellule. 

Nemec  en  1900,  vient  apporter  un  appui  aux  idées  de  Pfeffer 
par  des  expériences  sur  la  formation  expérimentale  de  vacuoles 
dans  les  cellules  entourées  d'une  membrane.  Il  provoque  en 
refroidissant  brusquement  des  racines  de  Vicia  Faba,  la  for- 
mation dans  le  plasma  de  nucléoles  extra-nucléaires  et  il 
constate  que  plus  tard  ceux-ci  se  trouvent  dissous  et  remplacés 
par  une  vacuole.  Il  lui  paraît  certain  qu'il  s'agit  là  de  vacuoles 
néoformées  et  //  en  résulte  que,  d'après  lui,  les  vacuoles  peuvent 
naître  »  de  novo  »  non  seulement  dans  un  plasmode  de 
Myxomycète,  ainsi  que  l'avait  montré  Pfeffer,  mais  également 
dans  les  cellules  entourées  d'une  membrane. 

Dans  les  années  suivantes,  on  peut  constater  le  succès  des 
critiques  de  Pfeffer.  Personne  n'admet  que  les  membranes 
vacuolaires  puissent  constituer  un  organe  spécial  et  la  doctrine 
de  Pfeffer  sur  la  formation  d^  ces  membranes  par  contact 
règne  sans  conteste.  L'adoption  des  idées  de  Pfeffei"  entraîne 
naturellement  le  rejet  des  autres  conceptions  de  de  Vries  et  la 
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thèse  de  la  permanence  et  de  la  présence  constante  des  vacuoles 
dans  les  cellules. 

11  n'est  pas  inutile  de  donner  quelques  indications  sur  les 
idées  qui  ont  eu  cours  depuis  cette  époque  au  sujet  des 
vacuoles. 

Y.  Delage,  dans  son  Traité  sur  la  structure  du  protoplasme 
et  sur  l'hérédité,  range  les  vacuoles  parmi  les  organes  acci- 
dentels du  cytoplasme.  Elles  semblent  en  effet,  dit-il,  de 
simples  lacunes  se  formant  là  ou  ailleurs  indistinctement,  aux 
endroits  où  s'accumule  le  suc  cellulaire.  Mais  il  n'est  pas  cer- 
tain qu'il  en  soit  ainsi  (p.  [xk).  Ce  doute  final  montre  que  le 
célèbre  biologiste  ne  dédaignait  pas  complètement  la  théorie 
de  de  Vries. 

Strassbûrger,  en  Allemagne,  adopte  avec  une  légère  variante 
les  idées  de  Pfeffer  et  rien   ne   montre   mieux   quelle  pouvait 
être   l'opinion  des  botanistes  sur  les  vacuoles  à  cette  époque, 
que  la  citation  suivante    empruntée   à  l'un   des    ouvrages    de 
Sti'assbùrger  (1898).  «   Les   vacuoles  écrit-il,  sont  des  produc- 
tions du  plasma  alvéolaire.   Pour  leur  formation,   il  n'est  pas 
nécessaire  d'invoquer  des  processus  formateurs    spéciaux,  car 
il  suffit  que  chaque  lacune  de  plasma  alvéolaire  s'arrondisse, 
se  délimite    nettement    et    s'accroisse    en    une  vacuole.    Les 
vacuoles  ne  sont  donc  pas,  pour  ainsi  dire,  des  néoformations, 
car  elles  sont  déjà  préformées  à  l'état  de  lacunes   du  plasma 
alvéolaire,  mais  elles   ne  sont  pas  non  plus  des  organes  spé- 
ciaux du  protoplasme,  car  leur  origine  prend  sa  racine  dans 
l'architecture    lacunaire    commune    du  plasma    alvéolaire    ». 
(Strassbûrger,  die  pflanzlichen  Zellhâute,  1898,  p.    522).  Par 
conséquent  pour  Strassbûrger  les  vacuoles  résultent  de  l'agran- 
dissement    d'espaces     lacuneux    primitifs,    faisant    partie    à 
l'origine  de  la  structure  normale  du  protoplasme.    Sa  concep- 
tion des   vacuoles  dérive  donc  directement    de  la    théorie  du 
protoplasme  alvéolaire  dont  il  était  le  défenseur. 

Van  Tieghem,  dans   son  Traité  de  Botanique  (1891,  p.  16), 
décrit    ainsi    l'évolution    des    vacuoles.    «  A    mesure    qu'une 
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cellule  grandit,    son   protoplasme,  plein  à  l'origine,  se  creuse, 
comme  le  protoplasme  général  du  corps  dans  la  structure  con- 
tinue^ d'abord  de  vacuoles  remplies  de  suc  :  puis  il  forme  un 
réseau  de  bandelettes;  enfin,  il  se  réduit  ordinairement  à    une 
couche  pariétale —  ». 

Van  Tieghem  admet  donc  le  principe  de  la  néoformatiou 
des  vacuoles  au  sein  du  protoplasme.  C'est  d'ailleurs  actuelle- 
ment encore  l'idée  régnante  et  les  traités  les  plus  récents 
n'admettent  pas  la  permanence  des  vacuoles  (Scharp.  Intro- 
duction to  cytology,  1921);  (Cliodat,  Principes  de  Botanique). 

Les  dernières  années  sont  marquées  dans  l'histoire  du 
système  vacuolaire  par  d'importantes  découvertes  :  Ce  sont  les 
recherches  de  M.  P.  A.  Dangeard  qui  ouvrent  la  voie  à  d'inté- 
ressantes perspectives.  Nous  avons  déjà  dit  dans  l'introduction 
comment  M.  P.  A.  Dangeard,  par  la  méthode  des  colorations 
vitales,  était  arrivé  à  des  résultats  entièrement  nouveaux  en  ce 
qui  concerne  les  vacuoles  végétales  :  c'est  lui  qui  découvrit  que 
dans  les  méristèmes,  les  vacuoles  présentent  fréquemment  un 
aspect  filamenteux,  dont  la  forme  se  modifie  sans  cesse.  Il 
n'eut  aucun  doute  dès  le  début  de  ses  publications,  sur  le 
rattachement  de  ces  éléments  spéciaux  au  système  des  vacuoles, 
car  il  vit  tous  les  cas  intermédiaires,  qui  existaient  entre  elles 
et  les  vacuoles  normales  et  il  suivit  de  bout  en  bout  leur  évo- 
lution (P.  A.  Dangeard,  1916). 

Ses  travaux  se  distinguent  par  conséquent  de  ceux  de 
M.  Pensa,  lequel  est  un  zoologiste,  qui  vit  et  figura  quelque 
peu  après  M.  Dangeard,  des  systèmes  en  réseau  dans  les  cellules 
végétales;  M.  Pensa  crut  que  ces  réseaux  étaient  dus  à  la  préci- 
pitation sous  l'influence  des  réactifs  qu'il  employait  (acide 
osmique  par  exemple)  et  lorsqu'il  les  observa  sur  le  vivant,  il 
crut  qu'il  s'agissait  encore  là  d'un  phénomène  de  précipitation 
analogue  se  produisant  naturellement  et  normalement  dans 
les  protoplasmes  (réseaux  colorés  par  lanlliocyane).  M.  Pensa 
ne  crut  pas  qu'il  s'agissait  d'un  stade  normal  du  système 
vacuolaire  (Pensa,  19 17). 
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M.  Guillerm(3nd,  qui  en  igifi  observa  des  réseaux  colorés 
par  l'anlhocyane  dans  les  folioles  du  Rosier,  ne  se  rendit  pas 
compte  non  plus  qu'il  s'agissait  du  système  vacuolaire.  Il 
pensa  que  les  filaments  et  les  réseaux  qu'il  voyait  sur  le  vivant 
étaient  des  chondrioconies .  Ceux-ci  élaboreraient  les  tannins 
et  les  pigments  anthocyaniques,  lesquels  se  déverseraient  plus  tard 
dans  les  vacuoles.  Trompé  par  ses  convictions  acquises 
sur  le  rôle  des  mitochondries,  il  croit  à  tort  qu'il  s'agit  là 
d'une  nouvelle  manifestation  de  l'activité  de  ces  organites. 

La  découverte  des  états  filamenteux  et  réticulés  du  vacuome 
etleur  interprétation  exacte,  leur  description  comme  éléments 
vacuolaires  et  la  démonstration  de  leur  évolution  en  vacuoles, 
sont  donc  dues  incontestablement  à  M.  P.  A.  Dangeard.  11  est 
nécessaire  d'y  insister,  car  c'est  là  un  des  faits  les  plus  mar- 
quants de  la  cytologie  et  même  de  la  biologie  morphologique 
actuelle  (i). 

Les  travaux  de  M.  Dangeard  ont  eu  ce  résultat  en  particulier, 
d'ôter  une  grande  partie  de  son  importance  à  la  théorie 
du  chondrionie,  dont  M.  Guillermondest  en  France  un  des  parti- 
sans les  plus  autorisés.  Nous  allons  exposer  rapidement  l'état 
actuel  de  nos  connaissances  sur  le  chondriome,  car  cette  ques- 
tion s'est  trouvée  me'^lée  à  celles  des  vacuoles  dans  ces  derniers 
temps. 

Théorie  du  chondriome. 

La  théorie  du  chondriome  qui  a  fait  beaucoup  parler  d'elle 
dans  les  vingt  dernières  années,  a  pris  son  origine  et  toute  son 
importance  en  Allemagne  à  la  suite  des  travaux  de  Altmann, 
Benda  et  surtout  de  Meves.  C'est  Meves  qui  lui  a  donné  la 
forme  d'une  explication  générale  des  différenciations  cellu- 
laires aussi  bien  chez  les  Végétaux  ([ue  chez  les  Animaux  :  c'est 

(i)  On  trouve  dans  un  travail  de  Bensley  publié  en  1910  dans  un  périodique 
américain,  une  indication  sur  la  découverte  d'un  appareil  canaliculaire  dans  le 
méristème  de  l'Oignon,  au  moyen  dune  méthode  de  fixation  spéciale;  c'était  une 
observation  de  grande  valeur,  mais  malheuieusement  isolée, 
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pourquoi   il  est  ordinairement   regardé    comme  chef  d'école 
par  la  plupart  des  «  Mitochondristes  » . 

Il  est  d'usage  d'attribuer  la  découverte  des  mllochondries  à 
Altmann  ([ui  mit  en  évidence  en  1890  dans  les  cellules  ani- 
males, des  granules  et  des  filaments  auxquels  il  atlribua  un 
rôle  important  dans  la  production  des  sécrétions.  Le  mémoire 
d'AUmann  est  orné  d'un  grand  nombre  de  belles  planches  en 
couleurs  très  démonstratives^  qui  représentent  des  «  gra- 
nula  »  et  des  filaments  onduleux,  observés  soit  dans  descellules 
vivantes,  soit  dans  des  cellule')  fixées  et  colorées  par  des 
méthodes  spéciales  (fixation  à  l'acide  osmique,  au  formol,  au 
sublimé  ;  coloration  à  la  fuschine  acide  et  différenciation  à 
l'acide  picrique). 

Altmann  n'est  pas  le  créateur  du  mot  de  mitochondrie  :  c'est 
Benda  qui  désigne  un  peu  plus  tard  de  ce  nom,  des  grains,  des 
filaments  et  des  chaînes  de  granules  qu'il  met  en  évidence  au 
moyen  d'une  méthode  particulière,  différente  de  celle 
d'Altmann,  (fixation  par  du  Flemniing  fort,  puis  par  un 
mélange  d'acide  pyroligneux  et  d'acide  chromique^  mordan- 
çage  dans  une  solution  de  sulfalizarinate  de  soude,  coloration 
au  cristal  violet). 

Benda  crut  avoir  découvert  dans  les  éléments  qu'il  nomme 
mitochondries,  un  nouvel  organe  cellulaire  ;  il  pensa  qu'elles 
étaient  en  relation  avec  une  propriété  motrice  de  la  cellule  et 
qu  elles  n  avaient  pas  de  rôle  dans  l'élaboration  des  sécrétions. 

Les  premières  recherches  de  M.  Meves  sur  les  mitochondries 
datent  de  igoo.  Il  étudie  la  formation  d'un  corps  découvert 
par  Von  la  Valette  Saint  Georges  en  1867  dans  les  spermies  des 
insectes,  le  Nebenkern.  Ce  corps  se  constitue  à  partir  de  grains 
ou  cytomicrosomes,  qui  sont  déjà  présents  dans  le  spermato- 
cyte.  Ces grainspourM.  Meves  correspondentaux  mitochondries 
de  Benda.  Sa  conclusion  est  donc  que  le  Nebenkern  des  sper- 
mies provient  des  petites  mitochondries  granuleuses  des  sper- 
matocytes  et  il  en  donne  pour  preuve  une  série  vraiment 
convaincante  des  stades  de  transition. 
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Eu  190/j,  M.  Mevcs  signale  pour  la  première  fois  les  mitochon- 
dries  chez  les  végétaux.  Il  croit  à  cette  époque  avoir  trouvé  un 
organite  nouveau  de  la  cellule  végétale,  comparable  aux 
éléments  qu'il  a  décrit  antérieurement  dans  la  cellule  animale. 
Mais  c'est  en  1908  que  l'auteur  donne  les  grandes  lignes  de  la 
théorie  mitochondriale,  dont  il  s'efforcera  de  vérifier  l'exacti- 
tude dans  tous  ses  travaux  ultérieurs.  Cette  théorie  sera  le  point 
de  départ  d'une  série  de  recherches  effectuées  soit  en  Alle- 
magne, soit  à  l'étranger. 

Dans  ce  mémoire  M.  Meves  montre,  que  dans  l'embryon  de 
Poulet  toutes  les  cellules  ont  entre  elles  au  début  beaucoup 
d'analogies.  Leur  cytoplasme  ne  montre  encore  aucune  des 
différenciations  des  tissus  adultes  (fibiilles  musculaires,  con- 
jonctives, nerveuses,  etc.)  mais  il  renferme  de  nombreuses 
milochondries  granuleuses  et  surtout  des  éléments  très  allongés, 
onduleux,  se  colorant  très  fortement  et  d'une  manière  homo- 
gène par  rhématoxyline  ferrique  {chondrioconles)  ;  les  uns  et 
les  autres  de  ces  éléments  sont  des  chondriosomes .  M.  Meves  émet 
l'idée  que  toutes  les  différenciations  qui  se  produisent  dans  la 
suite  de  l'évolution,  lorsque  les  diverses  cellules  embryon- 
naires évoluent  en  tissus  variés,  proviennent,  quelle  que  soit 
leur  hétérogénéité  future,  de  la  métamorphose  d'un  seul  et 
même  élément  du  cytoplasme  embiyonnaire,  le  chondriosome. 
Ceux-ci  donneront  ainsi,  en  se  transformant,  les  fibrilles  mus- 
culaires, les  fibres  du    tissu  conjonctif,  les  neurofibrillcs,  etc. 

Dans  un  autre  ordre  de  modifications,  ils  donneront  aussi 
les  divers  produits  de  sécrétion  que  l'on  observe  dans  les 
cellules,  comme  par  exemple  les  graisses,  les  boules  vitellines, 
etc.  et  aussi  les  pigments.  Ainsi  les  vues  premières  d'Altmann 
seraient  exactes. 

En  un  mot,  tous  tes  produits  de  dijjéreiiciation  par  tesquels 
s'accuse  le  travail  constructij  ou  élaborateur  de  la  cellule 
auraient  pour  orir/ine  les  éb'iiients  du  cJiondriome .  C'est  éga- 
lement au  cours  de  ce  travail  que  M.  Meves  émet  l'hypothèse 
du  rôle  des  mitochondties  dans  l'hérédité.  Leur  présence  cons- 
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tante  dans  les  éléments  sexuels  est  pour  lui  une  preuve  de  cette 
fonction  importante. 

La  méthode  employée  parM.Meves  pour  mettre  en  évidence 
les  mitochondries  est  la  suivante  :  Fixation  au  Flemming 
(renfermant  une  quantité  réduite  d'acide  acétique),  coloration 
à  l'hématoxyline  ferrique. 

Une  partie  des  conclusions  de  M.  Meves  concernant  le  rôle  des 
mitochondries,  n'était  donnée  à  cette  époque  que  comme  une 
hypothèse  très  probable  dans  l'esprit  de  l'auteur. 

Dans  les  années  suivantes  un  grand  nombre  de  chercheurs 
et  M.  Meves  lui-même,  pensent  montrer  l'exactitude  de  ces  vues. 
Ce  sont  les  travaux  de  M.  Duesberg-  sur  la  formation  des  myofi- 
brilles,  de  M.  Hoven  sur  l'origine  des  neurofdjrilles  et  sur  l'éla- 
boration des  grains  de  sécrétion,  de  MM.  Policard  et  Mulon  sur 
l'origine  des  pigments,  de  M.  Meves  (1910  à  igiS),  etc. 

En  France,  M.  Regaud  (191 1)  émet  une  théorie  qui  s'appa- 
rente à  celle  de  Meves.  Pour  lui  les  mitochondries  sont  les 
agents  de  lintussiiception  élective,  c'est-à-dire  de  l'introduc- 
tion dans  la  cellule  des  substances  amenées  par  le  sang.  En 
même  temps,  ce  sont  des  fixateurs  électifs  et  des  condensateurs. 
C'est  une  formation  mitochondriale  puissamment  développée 
qui,  selon  toute  vraisemblance,  est  l'agent  sélecteur,  introduc- 
teur et  élaborateur  des  substances  qui  doivent  passer  par  la 
cellule  (fonction  élcctique  et  pharmacopexique  des  cellules). 

Recherches  vitales  sur  le  chondriome. 

Certains  auteurs  ayant  émis  des  doutes  sur  la  réalité  des  mito- 
chondries et  supposant  qu'elles  pouvaient  être  des  a  artefacts  », 
quelques  travaux  sont  faits  dans  l'intention  de  déceler  les 
mitochondries  dans  la  cellule  vivante  (i). 

MM.  Michaelis  (1900),  Laguesse,  Laguesse  et  Dcbeyre  (1912), 
réalisent    des   colorations  vitales    de    tissus    animaux  variés, 

(i)  Pour  avoir  un  exposé  plus  complet  de  la  question  »e  reporter  au  chapitre 
spécial  concernant  les  colorants  vitaux. 
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(glandes  salivaires,  foie,  etc..)  au  moyen  de  vert  Janus.  Ils 
signalent  que  ce  colorant  aune  affinité  spéciale  pour  les  mito- 
chondries^  qui  fixent  le  colorant  et  se  détachent  ainsi  dans  le 
cytoplasme  de  la  cellule  vivante.  M.  Laguesse  y  voit  une  indi- 
cation au  sujet  du  rôle  d'cclectosome  attribué  par  M.  Regaud 
aux  mitochondries.  M.  Cowdry,  par  la  même  méthode,  colore 
les  mitochondries  des  globules  sanguins  de  l'homme  (igi/i). 

MM.  Lévi,  (1916)  et  Léwiss  (MR  et  WH)  (1910),  observent 
les  mitochondries  dans  les  cellules  vivantes  d'embryon  de 
Poulet  cultivées  «  in  vitro  ».  Ils  colorent  ainsi  des  filaments 
onduleux,  souvent  ramifiés,  dont  la  forme  est  très  instable  et 
qu'ils  assimilent  aux  chondriocontcs  décrits  par  M.  Meves.  Ces 
observations  tendentdoncà  montrer  que  les  mitochondries  ont 
une  grande  plasticité,  se  déformant  sans  cesse  dans  la  cellule 
vivante.  Ils  croient  que  les  mitochondries  ne  jouent 
aucun  rôle  dans  les  sécrétions,  car  ils  observent  à  côté  d'elles  des 
vacuoles  et  des  globules  d'huile  qui  n'ont  aucun  rapport 
génétique  avec  elles. 

ExTEr^SION    DE   LA  THEORIE  PRÉCÉDE.NTE  AUX   VEGETAUX. 

Nous  avons  vu  que  M.  Meves  avait  signalé  la  présence  des  mito- 
chondries chez  les  Végétaux  ;  MM.  Pensa  et  Levitzky  corroborent 
ces  résultats.  Ce  dernier  auteur  montre  en  1911,  que  chez  les 
plantes,  l'un  des  produits  de  différenciation  des  mitochondries 
est  constitué  par  les  plastes  ou  leucites.  C'est  également  à  la 
même  opinion  qu'arrive  M.  Guillermond  à  peu  prèsà  la  même 
époque.  Dcpuislors,  M.  Guilleimond  a  consacré  aux  mitochon- 
dries végétales  de  nombreux  travaux. 

Dans  une  première  phase  de  ses  recherches,  l'auteur  fait 
l'application  aux  tissus  végétaux  des  méthodes  spéciales  de 
fixation  et  de  coloration  au  moyen  desquelles  les  zoologistes 
tels  que  Âltmann,  Bcnda,  Meves  avaient  étudié  les  mitochon- 
dries animales. 

Le  principal  résultat  auquel  anive  l'auteur  en    191  2,  est  le 
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suivant  :  tous  les  plastes  des  Phanérogames  ont  une  oiigine 
milochondriale  :  les  mitochondries  apparaissent  donc  comme 
des  éléments  générateurs  de  plastes  et  l'on  peut  considérer 
ceux-ci  comme  des  mitochondries  dijjérenciées  en  vue  d'une 
fonction  déterminée.  Mais  de  plus,  étant  donné  le  rôle  mul- 
tiple des  mitochondries  de  la  cellule  animale,  il  pense  que 
celles-ci,  daris  la  cellule  végétale,  doivent  avoir  un  r(Me  beau- 
coup plus  général  que  celui  de  former  les  plastes  et  il  présume 
qu'elles  contribuent  à  l'élaboration  des  produits  de  sécrétion 
et  de  différenciation  divers  (M.  Guillermond,  1912). 

C'est  là  un  but  qu'il  se  propose  de  poursuivre  dans  l'avenir. 
On  voit  comment  les  recherches  de  M.  Guillermond  se  relient 
à  celles  de  M.  Meves;  ces  préoccupations  nouvelles  vont 
l'entraîner  à  des  erieurs.  Conduit  par  cette  idée,  M.  Cuiller- 
mond  est  amené  dans  les  années  suivantes  à  des  recherches 
sur  l'origine  des  corpuscules  métachromatiques  et  sur  l'oiigine 
d'un  pigment  Cantliocyane. 

Les  premiers  de  ces  corps  avaient  été  déjà  étudiés  par  l'au- 
teur chez  les  Cyanophycées  (igooj,  les  Bactéries  (1902),  et  chez 
les  Champignons  (1908;.  Ces  recherches  aA aient  montré  que 
ce  sont  des  produits  de  nature  azotée,  qui  sont  très  abondants 
dans  les  filaments  des  Champignons,  où  ils  semblent  consti- 
tjier  une  réserve  utilisée  au  moment  de  la  sporulation.  A 
partir  de  19 12,  M.  Guillermond  indique  dans  une  série  de 
notes  que  ces  produits  sont  élaborés  par  des  mitochondries 
(1913,  Anat.  Anzeiger). 

Les  pigments  < m tliocy uniques  sont  aussi  d'après  les  travaux 
postérieurs  de  M.  Guillermond  élaborés  par  les  mitochon- 
dries. L'auteur  le  montre  d'abord  dans  le  cas  du  Rosier  (1913  , 
puis  chez  un  grand  nombre  de  plantes,  d'abord  au  moyen 
d'observations  vitales,  puis  en  utilisant  les  méthodes  mito- 
chondriales  :  sur  le  trajet  des  chondriocontcs,  se  forment  des 
sphérules  du  pigment  ([ui  vont  ensuite  se  déverser  dans  les 
Aacuoles.  Le  tannin  se  forme  de  même  que  l'anthocyane  dans 
des  mitochondries.  (Guillermond,  191/1,  i9i5)  ;  les  idées  de  M, 
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Guillermond  trouvent  connnimtioii  dans  les  liaxaux  de  MM. 
F.  Moreaa(i9i4)  chez  les  Phanérogames,  M™"  F.  Moreau  (igiS) 
chez  les  Algues,  de  M.  Levitsky  (19 r3)  chez  les  Champi- 
gnons, de  M.  Mirande  (1916)  chez  Azolla.  Elles  reçoivent  de 
l'extension  de  la  part  de  M.  F.  Moreau  en  ce  qui  concerne 
l'orio-ine  de  deux  pigments,  la  rhodoxanthine  (nji/ij  et  la  ly- 
copine  (1916).  Ainsi  en  1916,  M.  Guillermond  était  arrivé  à 
g-énéraliser  le  rôle  élaborateur  des  mitochondries.  Le  clion- 
driome  élabore  d'après  lui,  dans  la  cellule  végétale  :  des  pro- 
duits hydrocarbonés  (amidon),  des  corpuscules  albuminoïdes 
de  réserve  (corpuscules  métachromatiques),  des  pigments  assi- 
milateurs  et  pigments  associés  à  ceux-ci  (chlorophylle,  xantho- 
phylle,  et  carotine),  des  pigments  anthocyaniques  et  des 
tannins.  Il  présume  encore  le  rôle  possible  du  chondriome 
dans  l'élaboration  du  glycogène  des  Champignons.  La  théorie 
du  chondriome  atteignait  chez  les  végétaux  son  apogée. 

Système  vacuolauie  et  chondriome. 

Pendant  l'année  191 6,  paraissent  un  certain  nombre  de  notes 
de  M.  P.  A.  Dangeard  qui  vont  contribuer  à  ruiner  cette 
extension  attribuée  au  rôle  élaborateur  des  mitocliondries. 

Au  moyen  décolorations  vitales  chez  les  Diatomées,  les  Algues 
filamenteuses,  et  des  Champignons  variés,  l'auteur  montre 
que  très  souvent  les  corpuscules  métachromatiques  ne  sont  pas 
préformés  dans  la  cellule  et  que  la  substance  qui  les  constitue 
ou  mélachromaline  se  trouve  ordinairement  dissoute  dans  le 
suc  vacuolaire  où  elle  forme  une  solution  colloïdale.  L'action 
d'un  coloraut  vital  ou  d'un  fixateur'  comme  l'alcool  absolu, 
détermine  la  précipitation  de  corpuscules  de  tailles  et  de  formes 
variées,  (corpuscules  métachromatiques),  qid  peuvent  s'accu- 
muler sur  les  parois  de  la  vacuole  ou-  se  montrer  animés  de 
mouvements  broAvniens  à  l'intérieur  du  suc  vacuolaire.  Ainsi, 
la  métachromatine  ne  se  montre  jamais  dans  le  cytoplasme 
ou  dans  le  chromatophore  des  Algues,  mais  est  toujours  loca- 
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Usée  dans  les  vacuoles.  Il   en  résville  qu'elle  n'a  aucune  rela- 
tion avec  les  mitochondries  (M.  P.  A.  Dangeard,  1916). 

Dans  deux  notes  à  la  Société  mycologique,  M.  P.  A.  Dangeard 
complète  les  résultats  annoncés,  par  l'étude  des  Levures  et 
des  Mucorinées  (1916).  Peu  de  temps  après,  l'origine  de  l'an- 
thocyane  et  des  tannins  faisait  l'objet  d'une  nouvelle  commu- 
nication (1916). 

En  observant  sur  le  vivant,  ou  au  moyen  de  colorations 
vitales  de  jeunes  pétales  de  Géranium,  l'auteur  arrive  à  cette 
conclusion  que  l'anthocyane  et  les  tannins  existent  en  solution 
colloïdale  dans  les  vacuoles  et  n'ont  aucune  relation  d'origine 
avec  les  mitochondries.  La  théorie  du  chondriome  subissait  là 
encore  un  nouvel  échec. 

Dans  les  années  ([ui  suivirent,  il  s'établit  entre  M.  Guiller- 
mond  et  M.  P.  A.  Dangeard,  une  controverse  au  sujet  des  faits 
précédents.  Elle  s'est  terminée  en  faveur  de  M.  Dangeard,  puis- 
que M.  Guillermond  s'est  rallié  à  l'opinion  de  ce  dernier  au 
sujet  de  l'origine  des  corpuscules  métachromatiques  et  de  celle 
de  l'anthocyane.  Le  rôle  élaborateur  du  chondriome  se  réduit 
à  la  formation  de  l'amidon,  paifois  d'huile  et  aussi  des  pigments 
par  les  plastes  qui  constituent  pour  M.  Guillermond  une 
variété  spéciale  de  mitochondries.  11  en  résulte  une  restriction 
considérable  du  rôle  du  chondriome  et  de  son  importance 
dans  les  sécrétions. 

Poussant  plus  loin  les  conclusions  de  ses  recherches,  M.  Dan- 
geard pense  que  le  rôle  des  mitochondries  a  du  être  fort 
exagéré  également  dans  la  cellule  animale.  Il  pense  que,  dans 
ce  domaine  aussi,  on  a  dû  confondre  des  formations  n'avant 
entre  elles  aucun  lien  génétique. 

Dans  tous  les  cas,  dit-il,  la  théorie  du  chondriome  en  ce 
qui  concerne  la  cellule  végétale  s'effondre,  car  les  diftéren- 
ciations  diverses  ne  prennent  pas  toutes  leur  origine  dans  un 
élément  unique,  la  mitochondrie,  maisproviennent  de  l'évolu- 
tion d'appareils  distincts,  qui  sont  déjà  séparés  et  sans  rapport 
entre  eux  dans  les  cellules  embryonnaires  (1918). 
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TRAVAUX  SUR  LE   CHO?sDRIOME    DANS  LES    CL\Q  DERNIERES   ANNEES. 

Dans  ses  travaux  récents,  M.  Meves  ne  semble  pas  avoir  eu 
connaissance  des  critiques  de  M.  P.  A.  Dangeard  au  sujet  de 
la  théorie  du  chondriome.  Il  reprend  en  1917  et  en  igi8 
l'étude  des  mitochondries  végétales  et  ses  travaux  sont  conçus 
dans  le  même  esprit  que  précédemment. 

Ii]n  191 7,  il  croit  pouvoir  affirmer  que  les  microsomes  qui 
selon  certains  auteurs,  contribuent  à  l'épaississement  de  la 
membrane  végétale,  dérivent  des  mitochondries.  (Il  emploie  à 
cette  époque  le  terme  de  plastosome,  au  lieu  de  celui  de  chon- 
driosome).  En  1918,  il  montre  que  les  boules  sécrétrices  de  na- 
ture protéique  des  tubes  criblés  d'une  Liliacée  [Chlorophylam 
Slernbergianiiin)  proviennent  des  plastosomes. 

M.  Mottier  en  192 1,  croit  pouvoir  montrer  que  les  cristal- 
loïdes  des  grains  d'aleui"one  proviennent  de  la  réunion  et  de 
la  fusion  de  chondriosomes  entre  eux  ou  des  pi-oduits  formés 
par  des  chondriosomes  qui  s'assembleraient  à  l'intérieur  de 
cavités  en  forme  de  vacuoles. 

Dans  une  note  à  l'Académie,  en  192 1,  nous  montrons  que 
cette  manière  de  voir  est  certainement  inexacte  dans  le  cas  du 
Ricin.  Les  grains  d'alcurone  appaitiennent  à  l'appareil  vacuo- 
laire  et  n'ont  aucun  rapport  génétique  avec  les  éléments 
étrangers  du  cytoplasme.  Le  cas  est  le  même  que  celui  de 
l'anthocyane  et  des  tannins  :  jamais  des  chondriosomes  ne 
pénètrent  dans  une  cavité  vacuolaire  et  jamais  ils  ne  viennent 
déverser  de  produits  figurés  à  l'intérieur  d'une  partie  quel- 
conque du  vacuome. 

M.  Guillcrmond  ayant  abandonné  l'idée  d'un  rôle  général 
du  chondriome  dans  l'élaboration  des  difï'érenciations  cellu- 
laires, pense  que  les  mitochondries  des  Végétaux  verts  sont 
de  deux  sortes  ;  les  unes  sont  alTectées  à  la  fonction  chlorophyl- 
lienne ;  ce  sont  les  plasles  ;  les  autres  n'ont  aucun  rôle  connu 
jusqu'à  présent,  ce  sont  les  milochondries  inacUves. 
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MM.  Emberger  et  Mangcnot  adoptent  les  idées  de  M.  Guiller- 
mond  et  pensent  en  vérilier  l'exactitude,  l'un  chez  les  Pterido- 
phytes,  l'antre   chez  les  Algues. 

M.  Dangcard  ayant  contribué  à  renverser  l'idée  du  rôle 
général  du  chondriome,  n'admet  pas  que  l'on  emploie  le  mot 
de  mitocliondrie.  Pour  lui,  une  cellule  renferme  des  plastes 
variés  de  formes  (mitoplastes,  sphéroplastes)  et  de  fonction 
(leucoplastes,  chloroplastes,  etc..)  et  des  microsomes  (ceux-ci 
doivent  correspondre  aux  mitochondries  inactives  de 
M.  Guillermond)  dont  le  r(Me  n'est  pas  connu. 

11  montre  que  la  distinction  de  ces  deux  sortes  d'éléments  est 
en  général  facile  et  qu'ils  n'ont  pas  de  rapports  entre  eux.  Voici 
d'ailleurs  les  conclusions  générales  d'un  travail  récent (i). 

Conclusion.  —  L'essai  de  généralisation  de  la  théorie  de 
M.  Meves  chez  les  Végétaux  n'a  pas  abouti  à  des  conclusions 
exactes  (travaux  de  M.  Guillei'mond  et  de  son  école  sur  les 
corpuscules  métachromaliques  et  l'anthocyane  en  igi4et  igiS, 
travaux  de  M.  Mottier  sur  l'aleurone  en  192 1).  Elle  a  même 
conduit  M.  Meves  à  des  conclusions  dont  il  est  permis  de 
douter  (rôle  du  chondriome  dans  l'épaississement  de  la  mem- 
brane et  la  production  de  sphérules  protéiques,  chez  une 
Liliacée). 

(i)  1°  Le  plafttidome  et  le  sp'iéroinr  ont  une  existence  aussi  générale  que  le  noyau 
dans  la  cellule  végétale. 

20  Ces  deux  formations  sont  nettement  indépendantes  :  elles  se  transmettent 
parallèlement  à  travers  les  générations  successives  sans  avoir  aucun  point  de  con- 
tact. 

3°  Les  plastes  du  pla^tidome  se  présentent  avec  des  formes  très  variables  (sphéro- 
plastes, mitoplastes,  discoplastes  etc.)  ;  ils  jouent  des  rôles  variés  dans  le  métabolisme 
cellulaire  {xanthopla'ttes,  carolinopkistes,  chloroplastes,  etc  ;  amyloplastes,  oh'oplastes 
etc.). 

Les  microsomes  du  sphéiome  sjnt  normalement  sphériques  {sphérosomes)  :  la 
forme  en  bâtonnet  est  un  stade  de  division  ou  une  déformation  (mitosomes)  ;  cer- 
tains aspects  semblent  indiquer  une  transformation  possible  des  microsomes  en 
globules  oléagineux  {oléosomes). 

tt"  Le  plastidome  et  le  sphérome  existent  dans  les  grains  de  pollen  et  dans  le  sac 
embryonnaire  :  leur  présence  dans  l'ccuf  n'est  pas  douteuse  ;  il  est  nécessaire  d'en 
tenir  compte  au  point  de  vue  de  la  transmission  des  caractères  héréditaire  (G.  R. 
Ac.  Se.  1922). 
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Nous  avons  vu  le  point  de  départ  do  la  théorie  en  1908  dans 
les  travaux  de  Meves  ;  le  point  d'arrivée  est  tout  autre.  Gi-àce 
aux  travaux  de  M.  P.  A.  Dangeard,  on  peut  dire  qu'il  ne 
subsiste  plus  rien  cbez  les  Végétaux  de  la  théorie  mitochon- 
driale  telle  qu'elle  avait  vu  le  jour.  Il  reste  cependant  acquis 
une  connaissance  plus  précise  d'éléments  qui  étaient  déjà 
anciennement  connus  sous  les  noms  de  plastcs  et  de  gra- 
nules (i).  En  ce  qui  concerne  la  cellule  animale,  la  question  du 
chondriome  n'est  pas  réglée.  La  solution  sei-a  intéressante  par 
la  comparaison  qu'elle  amènera  avec  la  cellide  végétale,  mais 
l'on  doit  reconnaître  qu'à  l'heure  actuelle,  c'est  plutôt  cette 
dernière  dont  la  connaissance  peut  servir  de  hase  à  des 
recherches  à  entreprendre  dans  le  domaine  de  la  zoologie. 

A  la  suite  des  recherches  récentes,  le  système  vacuolaire,  son 
évolution  et  son  rôle  ont  attiré  l'attention  plus  qu'ils  ne 
l'avaient  fait  jusqu'ici. 

Nous  avons  pensé,  au  moment  d'entreprendre  notre  sujet 
d'étude,  qu'il  y  avait  place  pour  un  travail  consacré  à  peu  près 
uniquement  au  système  vacuolaire.  Cette  idée  a  été  vérifiée  en 
somme,  par  l'abondance  des  résultats  nouveaux  que  nous 
avons  obtenus  en  morphologie  et  en  physiologie  cellu- 
laires. 

Il  s'agissait  pour  nous  de  préciser  dans  des  exemples  choisis 
l'évolution  du  svstème  vacuolaire  dans  les  organes  en  voie 
de  croissance  (bourgeons,  plantules),  de  faire  connaître  l'évo- 
lution morphologique  et  chimique  si  possible  ;  enfin  de 
répondre  aux  questions  qu'il  était  légitime  de  se  poser  au  sujet 
des  vacuoles  après  les  travaux  de  M.  P.  A.  Dangeard  :  auto- 
nomie du  système  vacuolaire,  nature  de  la  métachromasie, 
persistance  dans  les  graines  de  l'appareil  vacuolaire,  cause  des 

(i)  Une  partie  des  granules  avait  reçu  les  nonns  de  microsomes,  (Hanstein, 
Ziminerinann),  niais  les  microsomes  de  M.  Dangeard  ont  été  définis  spécialement 
par  cet  auteur  d'après  les  caractères  observés  dans  la  cellule  vivanle  et  après  fixa- 
lion  et  coloration  par  les  méthodes  mitochondrinles.  Ce  sont  de  très  petits  corpus- 
cules, parfaitement  sphériques  dans  la  cellule  vivante  et  se  colorant  en  noir  par 
l'hématoxyline  ferrique  après  lixalion  par  la  méthode  de  Laguesse. 
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aspects  pseudo-mitochondriaux   observés,    comportement    du 
système  en  coloration  vitale  et  après  fixation. 

Tous  ces  problèmes  attendaient  encore  une  démonstration 
au  moment  où  nous  avons  fait  nos  premières  recherches,  et 
c'est  ce  qui  a  engagé  M.  P.  A.  Dangeard  à  nous  confier  ce 
sujet  ce  dont  nous  lui  sommes  très  reconnaissant.  Pendant 
l'exécution  de  ces  recherches,  des  travaux  parallèles  aux  nôtres 
ont  été  poursuivis  par  M.  Guiliermond  et  par  ses  élèves  MM. 
Emberger  et  Mangenot.  Cette  situation  nous  a  obligé  à 
publier  une  série  de  notes  préliminaires  pour  que  nos  propres 
observations  gardent  la  place  qu'elles  méritent. 

Voici,  exposées  aussi  impartialement  que  possible  l'ensemble 
des  recherches  efîectuées  pendant  cette  période.  En  1920,  nous 
décrivons  l'évolution  des  vacuoles  dans  les  bourgeons  de 
Gymnospermes  011  elle  était  inconnue  :  elle  se  montre  avec 
des  caractères  comparables  à  celle  qui  existe  chez  les  Phanéro- 
games et  qui  ont  été  mis  en  évidence  par  M.  P.  A.  Dangeard.  En 
novembre  1920^  une  note  sur  la  métachromatine  indique  que 
la  coloration  vitale  des  vacuoles  n'est  pas  due  aux  composés 
phénoliques  puisque  des  vacuoles  dépourvues  de  ces  corps  se 
colorent  très  nettement.  La  cause  de  la  métachromasie  en  colo- 
ration vitale  réside  dans  l'alcalinité  des  vacuoles  et  les  tannins 
n'ont  pas  une  origine  mitochondriale,  car  leur  formation  ne 
constitue  qu'un  épisode  des  modifications  chimiques  produites 
dans  le  suc  cellulaire. 

En  1921,  un  autre  sujet  est  abordé,  c'est  celui  de  l'évolution 
de  l'aleurone  et  de  sa  transformation  en  vacuoles  pendant  la 
germination.  La  formation  des  tannins  et  de  l'anthocyane  est 
encore  observée  d'une  façon  détaillée,  et  nous  montrons  qu'elle 
constitue  une  phase  de  l'évolution  chimique  du  vacuome. 

Plus  tard,  l'évolution  de  l'aleurone  du  Ricin  est  décrite 
pendant  la  maturation  et  pendant  la  germination  ;  la  subs- 
tance fondamentale  protéique  du  grain  d'aleurone  fixe  le  colo- 
rant vital  et  se  colore  métachromatiquement  ;  elle  passe  parfois 
avant  de  se  transformer  en  vacuoles  par  des  états  filamenteux 


—  33  — 

et  réticulés.  Quelque  temps  après,  l'aleuroiie  des  Graminées 
fait  l'objet  d'inie  autre  comiiumication.  Enfin  nous  axons  suivi 
dans  IcRosici',  au  mo\en  de  colorations  vitales,  l'évolution  de 
rapi)areil  vacuolaire  et  la  formation  du  tannin  et  de  l'anllio- 
cyane.  L'anthocyane  succède  aux  tannins  à  l'intérieur  du 
vacuome  et  les  tannins  eux-mêmes  font  suite  à  des  substances 
protéiques  colorables  vitalement  avec  métachromasie. 

Pendant  cette  période,  les  publications  de  M.  Guillermond  sur 
l'appai'eil  vacuolaire  des  Phanérogames  sont  nombreuses  (i). 
Ce  sont  en  généi'al  des  notes  très  courtes  el  leur  énumération 
complète  ne  servirait  qu'à  montrer  les  idées  successives  de 
l'auteur  au  sujet  des  vacuoles  et  les  fluctuations  de  sa  pensée  au 
cours  de  ses  travaux.  Nous  ne  mentionnerons  donc  que  les  notes 
principales  (i)  : 

En  1918,  M. Guillermond  croit  pouvoir  assurer  que  les  colo- 
rations vitales  des  vacuoles  sont  dues  aux  composés  pbénoliques 
qu'elles  renferment.  La  substance  décrite  comme  métachro- 
matine  cliez  les  Végétaux  snpérieurs -par  M.  P.  A.  Dangeard 
représente  un  composé  pliénolique.  Il  croit  que  les  élémenls 
signalés  par  M.  Dangeard  comme  se  colorant  vitalement 
représentent  des  cliondriocontes  en  train  d'élaborer  un'  composé 
phénolique. 

En  191g,  -M.  Guillermond  revient  sur  cette  question  de  la 
métachromatine.  Il  pense  que  la  substance  décrite  sous  ce  nom 
par  M.  P.  A.  Dangeard  chez  les  Phanérogames  est  un  composé 
phénolique  ou  tannoïde,  ce  qui  explique  son  affinité  pour  le 
bleu  de  métylène  (p.  677).  11  émet  l'idée  que  les  éléments  fila- 
menteux des  vacuoles  décrits  par  M.  P.  A.  Dangeard  peuvent 
représenter  des  cliondriocontes  modifiés  et  il  se  propose  de 
reprendre  lui-même  la  question  des  vacuoles  qui  lui  paraît 
encore  très  obscure.  En  1920,  l'auteur  consacre  plusieurs  notes 
aux  vacuoles.  Il  constate  comme  ra\ait  fait  M.  P.  A.  Dangeard 
et  nous-meme   que  les  vacuoles  peuvent  se  montrer  dans   les 

(i)  M.  Guillerniond  a  publié  plus  de  vingt  notes  concernant  les  vacuoles  de  1918 
à  iijsa. 

Dangeard  3 
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méristèmes  sous  des  formes  pseudo-mitochondriales  auxquelles 
il  donne  le  nom  de  pr'unordia  des  vacuoles.  Il  abandonne 
finalement  l'opinion  que  les  colorations  vitales  seraient  ducs 
à  des  composés  phénoliques,  mais  il  se  refuse  à  admettre  la 
présence  de  métachromatine  chez  les  Végétaux  supérieurs.  (29 
Novembre  1920). 

En  192 1,  M.  Guillermond  publie  un  assez  gros  travail  dans 
\es  Archives  de  Biologie  et  la  question  des  vacuoles  végétales  est 
exposée  assez  longuement.  L'auteur  arrive  finalement  à  une 
conception  du  système  vacuolaire  très  voisine  de  celle  de 
M.  P.  A.  Dangeard.  Il  reconnaît  avoir  fait  fausse  route  au  sujet 
de  l'origine  mitochondrialc  de  lanthocyane  et  des  composés 
phénoliques,  ainsi  qu'au  sujet  de  l'origine  de  la  métachroma- 
tine. L'auteur  tente  un  essai  de  synthèse  des  résultats  obtenus 
concernant  les  substances  vacuolaircs,  tant  en  raison  de  leurs 
caractères  en  coloration  vitale  qu'en  raison  de  leurs  propriétés 
après  fixation. 

Plusieurs  communications  concernant  les  vacuoles  ont  eu 
lieu  depuis  192 1  ;  nous  les  citerons  en  même  temps  que  d  autres 
qui  n'ont  pas  trouvé  place  ici,  dans  l'historique  particulier 
qui  a  du  être  fait  avant  chaque  chapitie. 


PREMIERE   PARTIE 


Recherches  sur  l'évolutîon  des  vacuoles 

et  la  formation  des  tannins  dans  les  méristèmes 

des  Gymnospermes. 


Indications  historiques. 

Lorsque  nous  avons  entrepris  l'étude  du  système  vacuolaire 
chez  les  Gymnospermes,  on  ne  connaissait  rien  de  son  évolu- 
tion dans  les  divers  organes  de  ces  plantes  :  on  ignorait  même 
si  le  vacuome  présentait  dans  ce  groupe  des  caractères 
semblables  à  ceux  qui  venaient  d'être  signalés  chez  les  Algues, 
les  Champignons  et  aussi  chez  quelques  Phanérogames  Angios- 
permes. 

Tout  d'abord,  il  nous  fut  facile  de  constater  que  les  jeunes 
feuilles  des  bourgeons  de  Conifères  (If,  Cèdre,  Mélèze,  Abies 
etc.)  se  prêtaient  très  bien  à  l'emploi  des  colorations  vitales. 
Mais  une  question  se  posa  tout  de  suite  :  pourquoi  les  vacuoles 
se  montraient-elles  avec  un  colorant  comme  le  bleu  de  crésyl, 
tantôt  colorées  en  bleu,  tantôt,  mais  plus  rarement,  colorées  en 
violet,  c'est-à-dire  métachi-omatiqnes  P  Le  problème  n'avait  pas 
encore  été  abordé  :  le  résoudre  avait  un  certain  intérêt,  car,  à 
cette  épocpie,  une  controverse  s'était  engagée  enti-e  M.  Tinillor- 
mond  et  M.  P.  A.  Dangcard  sur  la  question  de  la  métachro 
mâtine.  M.  Guillermond  soutenait  que  la  substance  vacuolaire 
des  Phanérogames  n'avait  aucun  des  caractères  de  la  méta- 
chromatine  et  qu'elle  ne  se  colorait  même  pas  métachromali- 
quemcnt. 

Les  colorations  vitales  provenaient,  selon  lui,  de  la  fixation 
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du  coloraiil   j)ar  des  composés  phénoliqucs  fré({uents  dans  la 
cellule  végétale. 

Nos  observations  apportèrent  lii  l'éfntation  de  ces  criticpieS; 
en  montrant  ([ue  le  ])hénomène  de  la  mr/nrhi-oinasie  des 
vacuoles  n'était  pas  un  fait  accidentel,  mais  qu'il  se  produisait 
régulièrement  dans  certaines  cellules.  Nous  eûmes  l)ientôt 
l'occasion  de  reconnaître  que  la  coloration  métachromatique 
n'avait  lieu  que  dans  les  éléments  les  plus  jeunes  et  les  moins 
différenciés  du  méristème  des  feuilles,  c'est-à-dire  dans  les 
cellules  embryonnaires.  En  outre,  la  comparaison  que  nous 
avons  faite  de  l'action  d'nn  autre  colorant,  le  rouge  neutre,  a 
montré  que  ces  cellules  embryonnaires  se  teignaient  en  rouge 
orangé,  ce  qui  indiquait  une  réaction  légèrement  alcaline, 
tandis  que  les  vacuoles  à  tannin  qui  en  dérivent,  prenaient  une 
teinte  rose  violacée  accusant  une  acidité  marquée.  Ainsi,  les 
cellules  les  plus  jeunes  des  mérislèmes,  celles  qui  se  colorent 
métacliromatiquement  en  coloration  vitale,  doivent  cette 
métachromasie  à  leur  alcalinité. 

Cette  découverte  de  l'état  plus  ou  moins  alcalin  ou  tout  au 
moins  neutre  du  milieu  vacuolaire  dans  les  cellules  de  méris- 
tème, cbez  les  Gymnospermes,  a  été  pour  nous,  dans  la  suite 
de  ces  recliercbes,  un  guide  constant;  nous  avons  vérifié  que 
c'est  une  loi  presque  gt^nérale. 

A  côté  de  ce  problème  concernant  la  réaction  du  suc 
vacuolaire,  il  s'en  présenle  un  auti'c,  qui  est  en  étroite  relation 
avec  lui,  c'est  celui  du  mode  de  foi'malion  des  tannins. 

C'est  pourquoi  cette  étude  peut  encore  être  considérée  comme 
celle  de  la  naissance  et  de  la  formation  d'un  épiderme  sécré- 
teur à  tannin,  et  elle  est  ainsi  une  contribution  à  la  connais- 
sance du  mode  de  formation  de  ces  composés. 

Les  tannins,  on  le  sait,  scnit  des  corps  extrêmement 
répandus  cbez  les  végétaux.  Ils  donncnl  lieu  à  une  exploitation 
industrielle  dans  les  écorces  de  beaucoup  d'arbres  non  seule- 
ment indigènes  (Cliéne,  Cbâtaignier)  mais  aussi  e*xotiques 
{Rhizophoru ,   etc.).    Ils    sont    fréquents   cbez    les    Conifères  ; 
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tous  les  arbres  étudiés  par  nous  en  renferment  dans  leurs 
feuilles  ;  les  épidermes  sont  très  souvent  entièrement  sécré- 
teurs et  c'est  principaiciiiciit  dans  ce  tissu  que  nous  avons 
recherclii''  de  (jucile  manière  apparaît   le  tannin. 

I  11  travail  de  ce  genre  sur  les  tannins  n'a  été  abordé  que 
d'une  manière  très  incomplète,  et  les  principales  indications 
à  ce  sujet  se  trouvent  dans  des  travaux  déjà  anciens  (Klerker 
1888,  Gardiner  i883). 

Le  tannin  des  Conifères  a  été  étudié  au  point  de  vue  cbi- 
miqiie,  par  Braemer  ;  mais  sa  localisation  cytologique  n'a 
jamais  fait  l'objet  d'aucun  travail  récent  à  ma  connaissance. 
(Jn  n"a  pas  noté  non  plus  le  mode  d'apparition  d'un  tannin 
dans  un  point  de  végétation,  avec  le  lieu  de  son  apparition  et 
les  caractères  de  sa  formation  rapide  ou  progressive. 

On  sait,  d'autre  part,  ([ue  ces  corps  ont  été  signalés  comme 
dérivant  des  mitocbondrics,  par  M.  Guillermond,  M.  Moreau, 
et  dernièrement  par  M.  Politis  :  les  recbercbes  de  M.  P.  A. 
Dangeard  onl  réfuté  cette  opinion  et  nous  avons  vérifié 
l'exactitude  de  ses  vues,  en  ce  qui  conccine  les  Gymno- 
spermes. 

Il  est  nécessaire  de  donner  maintenant  queUpies  renseigne- 
ments sur  la  tecbniquedes  colorations  vitales  qui  a  servi  pour 
ces  recbeiclies,  puis  nous  décrirons  l'évolution  des  vacuoles 
dans  rif,  ])remier  exemple  sur  lequel  ont  porté  les  observa- 
tions clicz  les  Gonifères  ;  l'éNolution  des  vacuoles  sera  décrite 
ensuite  dans  les  autres  types. 

Technique;  des  colorations  vitales. 

On  considère  ordinairement  que  l'observation  de  la  cellule 
vivante  n'est  possible  que  dans  des  cas  assez  limités.  Lorsqu'il 
s'agit  en  ouire  d'observer  des  cellules  colorées  vitalement,  il 
est  bien  évident  qu'on  se  lieurtc  à  des  difficultés  plus  grandes 
encore  (pie  (elles  qui  résulteraient  d'un  simple  examen  direct, 
car  l'action  du  colorant  n"esl  pas  iinriR'diate  ;  elle  doit  souvent 
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être  prolongée,  ce  qui  risque  foit  de  désorganiser  et  finalement 
de  tuer  les  éléments  que  Ton  désire  observer. 

C'est  pourquoi  le  choix  des  objets  pour  l'examen  en  colora- 
tion vitale  a  été  longtemps  assez  restreint. 

Pi'elîer  a  utiliséàcet  eiï'et  des  plantes  assez  variées,  dont  il  a 
observé  surtout  les  épidémies,  à  cause  de  leur  situation  super- 
ficielle ;  les  épidémies  des  jeunes  racines  se  prêtent  très  bien  à 
ces  expériences  et  il  n'a  tenlé  que  plus  rarement  de  colorer 
vitalenient  les  jeunes  organes  aériens. 

M.  P.  A.  Dangcard  a  beaucoup  élargi  le  mode  d'emploi  des 
colorants  vitaux,  en  montrant  qu'on  peut  colorer  des  organes 
aériens  (jeunes  feuilles,  jeunes  pétales,  etc..)  lorsque  cevix-ci 
sont  encore  très  jeunes  et  que  l'épiderme  est  encore  perméable, 
ou  bien  en  utilisant  la  pénétration  du  colorant  qui  se  fait  peu 
à  peu  par  les  surfaces  de  section  des  petits  objets  placés  dans 
le  bain  colorant.  Il  a  fait  ainsi  des  colorations  chez  les  Gera- 
iiiiun  et  Pelarrjonium,  les  Asparagus,  etc..  Tous  les  jeunes 
organes  étudiés  par  lui  s'étant  montrés  colorables  vitalement, 
il  a  conclu  à  la  généralité  du  phénomène  chez  les  Phanéro- 
games. En  outre,  M.  Dangeard  colorait  vitalement  les  levures, 
les  filaments  et  les  spores  de  champignons  variés  et  de  nom- 
breuses algues  (Chlorophycées,  Phaeophycées,  Ghlamydomo- 
nadinées). 

Lorsque  nous  avons  fait  nos  premiers  essais  de  coloration 
vitale,  nous  avons  employé  la  même  technique,  qui  avait 
réussi  à  M.  P.  A.  Dangeard  :  elle  consiste  en  une  immersion 
de  durée  variable  des  objets  vivants,  dans  une  solution  plus 
ou  moins  concentrée  dn  colorant  vital. 

Une  des  difficultés  réside  dans  l'appréciation  de  la  concen- 
tration optima,  car  on  ne  peut  donner  une  règle  absolue  en 
cette  matière  qui  dépend  beaucoup  des  exemples  sur  lesquels 
on  opère^  et  aussi  du  colorant  vital  employé.  Ainsi,  le  rouge 
neutre  étant  peu  toxique,  peut  servir  avec  une  concentration 
assez  forte  sans  inconvénients  (i/5ooo).  Le  bleu  de  méthylène 
et  le  vert  Janus  seront  au  contraire  employés  très  dilués 
(i/ioo.ooo). 
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D'autie  i)ar(,  il  arrive  fréquemment  que  les  solutions  de 
rouge  neutre  préparées  d'avance  se  préei})ilenl  d'elles-mêmes, 
ce  qui  les  met  hors  d'usage,  et  il  est  pratiquement  commode 
de  fabriquer  sa  solution  au  moment  de  s'en  servir,  en  jetant 
vni  peu  de  poudre  colorante  dans  une  petite  quantité  d'eau. 
En  opérant  de  cette  faço.i,  il  faut  apprécier  avi  jugé  la  concen- 
tialion  oplima  Celle  qui  réussit  dans  le  plus  grand  nombre 
de  cas,  correspond  à  une  solution  de  bleu  de  crésyl  ou  de  rouge 
neutre  variant  entre  i/iooo  et  i/io.ooo. 

Les  solutions  faibles,  au  i/ioo.obo  et  même  au  i/i.ooo.ooo, 
ont  été  préconisées  pai-  Pfeffer.  Ceci  ne  convient  que  pour 
des  colorants  à  grand  pouvoir  tinctorial  comme  le^  l)leu  de 
méthylène  qui  possède  encore,  dilué  au  i/ioo.ooo,  une 
coloration  très  appréciable  (une  goutte  de  solution  placée  sur 
lamelle  a  une  teinte  bleue  très  nette)  ;  au  contraire,  une  solu- 
tion de  bleu  de  crésyl  à  la  même  concentration  est  à  peine 
teintée  (une  goutte  sur  lamelle  paraît  incolore\  Il  en  est  de 
même  pour  le  rouge  neutre.  Ces  deux  colorants  n'ont  d'ailleurs 
pas  été  employés  par  Pfeffer. 

Pour  les  teintures  vitales,  les  matières  colorantes  qui  peu- 
vent être  utilisées  sont  nombreuses  ;  nous  en  donnons  plus 
loin  la  liste,  avec  les  caractères  de  leur  coloration  dans  un 
chapitre. spécial  ;  les  deux  principaux  sont  le  rouge  neutre  et 
le  bleu  de  crésyl.  Lorsqu'on  a  en  vue^seulement  de  mettre  en 
évidence  les  vacuoles,  il  est  préférable  de  se  servir  d'un  ou 
deux  colorants  reconnus  comme  étant  les  meilleurs  ;  employés 
dans  ce  but,  le  bleu  de  crésyl  et  le  rouge  neutre  donnent 
toute  satisfaction  et  nous  leur  avons  donné  la  préférence  sur 
tous  les  autres. 

Lorsque  nous  avons  étudié  de  jeunes  feuilles,  il  nous  a 
pai'u  qu'il  était  à  peu  près  inutile  de  réaliser  un  milieu  isoto- 
nique parfait  pour  observer  les  cellules  vivantes.  En  effet,  les 
jeunes  feuilles  entières  ou  les  fragments  de  feuilles  peuvent 
être  examinés  dans  l'eau  ordinaire  sans  aucun  inconvénient  ; 
dans   ces  conditions,    tant  que   les   membranes  ne    sont,   pas 
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lésées,  la  cellule  est  protégée  et  peut  rester  vivante  pendant 
des  heures  sans  aucune  altération,  ne  laissant  filtrer  l'eau  et 
les  colorants  qu'avec  une  extrême  lenteur.  La  plupart  du  temps 
même,  la  pénétration  du  colorant  n'a  pas  lieu  à  travers  les 
épidermes  intacts  et  se  produit  seulement  par  la  région  cou- 
pée,de  l'organe  ;  si  l'on  veut  alors  colorer  vitalement  certains 
éléments  particuliers,  il  faut  faire  une  incision  appropriée  dans 
les  tissus  et  amener  ainsi  les  cellules  dont  on  veut  obtenir  la 
coloration,  assezprès  d'une  surface  de  section.  Par  cette  région, 
l'eau  et  le  colorant  pénétreront  suffisamment  pour  amener  au 
bout  de  quelque  temps,  la  coloration  des  éléments  que  l'on  a 
en  vue. 

Un  exemple  illustrera  cette  manière  de  faire.  Cliez  le  Rosier, 
il  existe  dans  les  jeunes  folioles,  des  cellules  situi-es  princii)a- 
lement  à  l'extrémité  des  deats,  dont  le  contenu  c^toplasmique 
est  très  épais  et  le,  vacuonie  invisible  ;  il  est  très  intéressant, 
par  conséquent,  d'en  obtenir  la  coloration  vitale.  Or,  si  l'on 
place  une  foliole  dans  une  solution  d'un  colorant  \  ital,  celui-ci 
ne  passe  qu'au  niveau  de  la  surface  de  section  et  ne  réussit 
jamais  à  pénétrer  au  travers  des  membranes  intactes.  11  en 
résulte  l'impossibilité  à  peu  près  complète  d'obtenir  par  ce 
moyen  la  coloration  vitale  des  dents  qui  sont  trop  éloignées 
d'une  surface  coupée,  car  si  l'on  prolonge  le  séjour  dans  le 
bain  colorant,  il  se  produit  bien  à  la  longue  une  entrée 
du  colorant,  mais  elle  coïncide  avec  la  mort  ou  Taltération  de 
la  cellule. 

Au  contraire,  si  l'on  fait  une  section  passant  très  piès  de  la 
base  des  dents,  il  sera  facile  de  produire  la  coloration  des 
cellules  embryonnaires  qui  se  trouvent  à  l'extrémité  ou  à  la 
base  de  certaines  dents. 

Ces  indications  peuvent  paraître  superflues;  cependant,  ce 
sont  parfois  des  artifices  de  ce  genre  qui  permettent  de  réussir 
là  où  d'autres  ont  échoué. 

Le  temps  nécessaire  pour  obtenir  une  coloration  vitale  est 
très  variable  ;  il  dépend  principalement  de  la  perméabilité  des 
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objets  étudiés  et  de  la  nature  du  colorant  employé.  Il  faut 
parfois  plusieurs  heures  pour  obtenir  un  résultat  important 
et  avec  certaines  teintures  spéciales  (vert  Janus)  un  contact  de 
vingt-quatre  heures  avec  le  colorant  peut  être  nécessaire. 

La  méthode  des  colorations  vitales  qui  vient  dctre  exposée 
soulève  certaines  objections  ([u'il  faut  exu,miner. 

RÉALITÉ  DES  IMAGES    FOURNIES  PAR  LA   MÉTHODE 
DES  COLORATIONS    VITALES. 

On  fait  quelquefois  aux  colorations  vitales  le  reproche 
d'altérer  la  cellule  et  de  donner  ainsi  des  images  artificielles 
des  éléments  cellulaires. 

11  est  possible  que  certaines  colorations  vitales  employées 
]iar  les  zoologistes,  aient  donné  lieu  à  des  «  artefacts  »,  car 
l'observation  de  la  cellule  animale  vivante  et  non  altérée  est 
difficile  et  demande  l'emploi  d'un  liquide  conservateur  spécial 
tel  que  l'eau  salée  physiologique,  ou  un  autre  milieu,  rendu 
isotonique  des  cellules  qui  y  sont  placées. 

En  outre,  la  membrane  généralement  îiiince  et  très  per- 
méable des  cellules  animales,  les  rend  plus  sensibles  que  les 
éléments  végétaux  aux  variations  des  conditions  de  milieu. 
Pour  toutes  ces  raisons,  il  se  peut  que  certaines  colorations 
dites  «  vitales  »  effectuées  dans  les  tissus  animaux^  ne  soient  en 
réalité  ([ue  des  colorations  d  postvilales  )>,  c'est-à-dire  faites 
dans  des  cellules  légèrement  altérées. 

Cependant  le  cas  doit  être  assez  rare,  car  il  existe  une  sorte 
de  compensation  à  tous  ces  inconvénients  :  ainsi,  la  perméa- 
bilité des  membranes^  nuisible  à  une  étude  piolongée  dans  un 
milieu  ([ui  ne  serait  pas  rigouieusement  isotonique,  se  prête 
d'autre  part  à  une  rapide  pénétration  et  fixation  du  coloiant, 
ce  qui  permet  de  réduire  beaucoup  le  lemi)s  de  l'obserNalion. 

En  ce  qui  concerne  la  cellule  végétale,  la  revue  des  princi- 
paux travaux  permettra  de  se  rendre  compte  de  la  valeur  de 
la  méthode. 

PfcflFer,  le  premier  en  date,  a  obleini  la  coloration  vitale,  soit 
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du  cytoplasme,  soit  surtout  celle  des  vacuoles  adultes.  Dans  le 
premier  cas,  la  coloration  était  dilîiise  et  donnait  des  résultats 
assez  peu  nets  ;  dans  le  second  cas,  le  plus  souvent  réussi,  les 
vacuoles  étaient  évidemment  colorées  dans  leur  état  normal  et 
sans  modification,  car  la  cellule  restait  capable  de  plasmolyse 
el  les  mouvements  du  protoplasme  continuaient  à  s'eflectuer. 
Pfelïcr  a  remarqué,  en  outre,  que  lorsque  la  mort  survenait, 
le  noyau  et  le  cytoplasme,  jusqu'alors  incolores,  se  teignaient 
aussitôt,  et  l'on  a  ainsi  un  ciileiium  de  la  vie  et  de  la  mort 
de  la  cellule. 

Les  recherches  de  M.  P.  A.  Dangeard  ont  porté  principa- 
leriient  sur  de  jeunes  organes  aéi'iens.  Les  formes  vacuolaires 
qu'il  décrit  (filaments,  réseaux)  sont  bien  des  états  normaux  et 
réels,  car  on  peut  les  observer  pai'fois  sans  aucune  coloration, 
lorsque  le  varuome  est  l'éj'riii/jenl  ou  lorsqu'il  csl  coloré  par 
Vitnihocyane. 

i\vr  conséquent,  lorsque  ces  formes  s'observent  après  colo- 
ration vilale,  dans  des  cellules  (jui  ne  montraient  rien  aupara- 
vant, on  peut  bien  affiinier  leur  existence  réelle.  D'ailleurs, 
ainsi  que  nous  le  verrons,  les  réseaux  se  retrouvent  parfois 
après  fixation,  sous  forme  de  minces  canalicules  incolores. 

Les  recherches  de  M.  Guillcrmond,  qui  font  suite  à  celles  de 
M.  P.  A.  Dangeard  et  portent  sur  des  objets  analogues,  con- 
firment la  même  opinion  et  la  réalité  des  stades  d'évolution 
vacuolairc  observés  par  M.  P.  A.  Dangeard  n'a  pas  été  contestée. 

Les  mêmes  conclusions  peuvent  être  tirées  de  nos  propres 
études  vitales  ;  elles  conduisent,  comme  nous  le  verrons,  à 
des  résultats  positifs  aussi  nets,  que  ceux  donnés  par  les 
méthodes  de  fixation  ordinaires.  Au  fur  et  à  mesure  que  les 
questions  se  poseront,  elles  seront  discutées  au  cours  du  tra- 
vail ;  cependant,  il  est  bon  d'indiquer  ici  les  principales 
garanties  dont  on  peut  s'entourer. 

11  est  toujours  nécessaire,  avant  coloration  vitale,  de  faire  un 
examen  direct  et  immédiat  des  celhdes  vivantes.  Avec  un  peu 
d'habitude,  on  arrive  à  voir  ainsi,  dans  presque  tous  les  cas, 
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le  noyau,  dont  le  contour  est  oïdinairemcnl  très  visil)lc. 
Lorsque  sa  limite  n'est  pas  nette,  sa  place  est  toujours  indi- 
quée par  une  zone  de  réfringence  spéciale,  très  visible  lorsqu'on 
fait  varier  rapidement  la  vis  de  mise  au  point. 

Les  plastes  sont  généralement  visibles,  surtout  lorsqu'ils 
sont  amylifères,  car  ilspossèdeid  alors  une  réfringence  accusée 
due  à  l'amidon;  les  microsomes  très  petits  sont,  pour  cette  rai- 
son difficiles  à  voir,  bien  qu'ils  soient  toujours  très  réfrin- 
gents. 

Les  vacuoles  se  voient  bien  lorsqu'elles  sont  de  grande 
taille  ;  dans  les  méristèmcs,  elles  sont  paifois  sous  forme  de 
filaments  ou  de  réseaux  très  réfringents  (vacuoles  tannifères), 
ou  colorées  natui-cllement  (vacuoles  antbocyanifèrcs).  Très 
souvent,  par  contre,  dans  les  méristèmes,  elles  sont  à  peu  près 
complètement  invisibles,  parce  qu'elles  ont  la  même  réfiin- 
gence  que  le  cytoplasme.  Il  faut  alors^  pour  les  voir,  faire  une 
coloration  vitale  ou  une  fixation  suivie  de  coloration. 

On  peut  donner  les  raisons  suivantes  du  peu  de  dommages 
causé  aux  cellules  par  une  coloration  vitale  réussie  : 

1°  La  cellule  reste  douée  de  mouvement  et  les  granulations 
du  cytoplasme  continuent  à  se  déplacer  normalement  (mouve- 
ment des  microsomes). 

2"  Les  divers  éléments  cellulaires,  noyau,  plastes,  micro- 
somes, cytoplasme,  demeurent  incolores  :  lorsque  l'altération 
survient,  elle  se  manifeste  aussitôt  par  la  coloration  du  noyau. 

3'  Le  cytoplasme  et  le  noyau  conservent  leur  aspect  bomo- 
gène;  au  contraire,  lorsque  la  mort  intervient,  il  se  produit 
une  précipitation  qui  se  révèle  très  nettement  par  une  appa- 
rence granuleuse  de  ces  éléments. 

4°  L'appareil  vacuolaire  lui-même  s'il  est  constitué  par  une 
substance  visqueuse,  ce  qui  est  souvent  le  cas  dans  les  éléments 
jeunes,  se  déforme  et  subit  des  modifications  incessantes  du 
fait  des  mouvements  normaux  du  cytoplasme  (ces  déforma- 
tions sont  comparables  à  celles  qu'on  peut  observer  sur  un 
vacuome  réfringent). 


CHAPITRE    PREMIER. 

Év«>l3fltloii  «loî^  vacïîoît's  ciacK  VU'  <Taxu«  hut-cata.). 


ART.  1.  -  J-JVOLUTIOX  VACl'DLMliE  DANS  i:KlrLl)Kl{ME 
DE^  FEUILLES  {Eiy    I  el  /'/.  1,  /i<j.  de  1  à  10). 

Nous  avons  cherché  à  observer  de  très  jeunes  feuilles  et  le 
point  végétatif  lui-même  chez  l'If  de  façon  à  connaître  les 
premiers  stades  des  vacuoles.  Pour  cela,  nous  avons  étudié 
des  bourgeons  cueillis  à  (li\crscs  époques  de  Tannée.  Nos 
recherches  ont  pris  pour  type  llf,  parce  qu'il  est  facile  de  s'en 
procurer  des  bourgeons  et  parce  que  les  feuilles  sont  presque 
planes,  ce  qui  facilite  l'observation. 

C'est  ainsi  que  les  jeunes  feuilles  ont  pu  être  examinées 
entières,  dans  une  goutte  d'eau  ou  dans  une  goutte  de  la  solu- 
tion du  colorant  vital. 

A.  Coloration  vitale.  —  Elle  a  été  réalisée  au  moyen  du 
hleii  <Ir  crrsyl,  du  hlfu  dr  inr/hylène  et  du  rouge  neutre.  Ces  colo- 
rants ont  monlié  une  action  inégale.  C'est  avec  le  rouge 
neutre  que  la  léussite  est  la  plus  aisée;  le  bleu  de  crésyl  est 
13resque  aussi  commode  et  il  est  supérieur  au  bleu  de  méthy- 
lène qui  pénètre  difficilement  dans  les  cellules  embryonnaires. 

B.  Caractères  du  vacuome  dai>s  le  point  de  végéta- 
tion. —  Il  n'est  pas  très  facile  d'isoler  le  sommet  du  point 
végétatif,  et,  lorsqu'on  a  réussi  à  le  faire,  il  faut  encore  obtenir 
la  pénétration  du  colorant  vital  dans  les  cellules. 

Cette  assez  délicate  opération  a  été  réussie  pour  les  pre- 
mières ébauches  foliaires  qui  prennent  naissance  à  la  base  du 
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cône  végétatif.  (Fig.  i7.  PL  V).  l'.llos  son!  complètement 
déponi'vnes  de  tannin,  coriiinc  le  rn\\r  Ini-mèinc  cl  le  \a(ii(»ine 
des  cellules  se  coloie  en  onuiiL;»''  \)av  le  i-on<j('  neutre,  ce  (|iii 
indifiue  nne  réaction  basicjiie. 

La  substance  vacuolaiie  est  assez  abondante,  mais  sa  consis- 
tance doit  être  assez  épaisse,  car  elle  prend  des  apparences 
de  réseaux  dont  la  forme  varie  et  se  montre  très  irrégulière 
ifig.   10.  1,1.  P. 

Dès  que  Ton  s'éloigne  nn  peu  de  la  base  du  point  végétatif 
et  qu'on  observe  les  premières  petites  feuilles  individualisées, 
on  remaïque  l'apparition  du  tannin  dans  la  poinlede  la  feuille, 
[)iùs  le  long  de  la  nervure  médiane.  Ces  petites  feuilles  ont 
alors  de  o  mm.  5  à  2  mm.  de  longueur,  et  leur  forme 
est  lancéolée,  assez  dilTéiente,  par  conséquent,  de  celle  qu'elles 
auront  jilus  tard  Jlg.  19,  pi.  X). 

Déjà,  sans  aucune  coloration,  sur  la  feuille  \i\aide,  on  note 
deux  sortes  de  cellules  dans  l'épiderme.  Il  existe  d'une  part,  des 
cellules  sécréli'ices'  à  grosses  vacuoles  réfringentes,  (pii  sont 
des  cellules  tannifères  déjà  formées;  elles  sont  surtout  abon- 
dantes au  sommet  de  la  feuille.  Les  autres  cellules  soni  plus 
petites,  plus  allongées,  et  elles  se  divisent  plus  activement. 
Elles  sont  groupées  en  îlots  répartis  dans  tout  le  limbe,  mais,  à 
la  base  de  la  feuille,  elles  sont  en  majoiité.  On  remarque  à 
leur  intéri(Mii-  un  gros  noyau  occupant  une  grande  partie  de 
la  cavité  cellulaiie  et  (pielqnes  granules  brillants  dans  le 
cytoplasme,  qui  correspondent,  les  uns  aux  microsomes,  les 
autres  aux  plastes. 

Elles  paraissent  absolument  dépourvues  de  vacuoles.  Ce  sont 
des  cellule.^  embryonnaires,  dont  le  nombre  diminue  gra- 
duellement à  mesure  que  la  feuille  grandit,  parce  ([u'elles  se 
ti-ansforment  en  celbdes  tannifères;  da-ns  le  sommet  du  point 
végétatif,  au  contraire,  on  Ironxe  iMH(piem(iil  des  cellules  à 
caractères  endjryonnaires  ne  renfermant  pas  trace  de  tannin. 
En  somme,  en  examinant  une  feuille  suffisamment  jeune, 
on  observe   de  la  base  au  sommet,    l'évolution   de  l'épiderme 
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tannifère  à  partir  d'éléments  embryonnaires  comparables  à 
ceux  du  sommet  végétatif  ou  des  premières  ébauches.  Ceci 
résulte  de  ce  que  la  feuille  d'If  possède  un  mode  de  eroissance 
basipète,  c'est-à-dire  que  la  feuille  s'acci-oissant  sans  cesse  par 
sa  base  où  se  trouvent  les  éléments  jeunes  en  voie  de  division 
active,  les  éléments  les  plus  anciens  se  trouvent  reportés  sans 
cesse  vers  son  sommet.  C'est  pendant  cette  évolution  que  se 
produisent  d'intéressantes  transformations  du  vacuome. 

C.    Vacuon>e    des    cellules     embryonnaires.    —     Le 

vacuome  est  invisible  sur  le  vivant,  parce  que  sa  réfringence 
ne  permet  pas  de  le  distinguer  du  cytoplasme  {^fig.  iC,  pi.  A). 

On  a  donc  l'impression  que  ces  éléments  embryonnaires 
ont  un  cytoplasme  plein,  où  les  vacuoles  manquent  complète- 
ment. 

Pour  se  rendre  compte  de  l'existence  du  vacuome,  il  faut 
absolument  avoir  recours  aux  colorations  vitales,  car  nous  ver- 
rons qu'après  fixation,  il  est  impossible  de  le  différencier  d'une 
manièi-e  satisfaisante. 

Les  colorants  vitaux  mettent  en  évidence,  avec  la  plus 
grande  netteté,  de  petits  grains  et  surtout  des  fdaments  con- 
tournés de  façon  irrégulière  et  variable  ;  ces  éléments  sont  très 
fins  et  de  la  taille  figurée  pour  les  mitochondries.  On  les  trouve 
souvent  groupés  aux  deux  pôles  de  la  cellule  où  le  cytoplasme 
est  plus  abondant,  et  ils  y  forment  parfois  des  filaments 
enchevêtrés.  Très  fréquemment,  l'ensemble  du  vacuome  de  la 
cellule  ligure  un  réseau,  dont  les  éléments  sont  extrêmement 
ténus  et  voisins  de  la  limite  de  la  visibilité  ;  néanmoins, 
comme  ils  sont  colorés  fortement,  ils  se  détachent  très  nette- 
ment sur  le  fond  incolore.  Les  trabécules  qui  passent  entre  le 
noyau  et  la  membrane  dans  la  zone  cytoplasmique  la  plus 
mince,  dessinent  par  leur  ensemble  une  sorte  de  corbeille 
périnucléaire  (fig.   1 ,   2,  3,  U,  5,  G,  7 ,  pi.  I). 

D.  Caractères  cl^imiques  du  vacuome.  —  Il  est  remar- 
quable de  constater  une  difï'érence  de   coloration    très    nette 
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entre  les  vacuoles  sécrétrices  à  tannins  et  les  débuts  vacuolaires 
des  cellules  embryonnaires. 

Les  celltdes  tannifères  se  teignent  toujours  en  bleu  avec  le 
bleu  de  crésyl  et  le  bleu  de  méthylène,  en  rose  avec  le  rouge 
neuti'c  {fîy.  9,  pi.  I).  Celte  dernière  coloration  indique  un 
contenu  vacuolairc  dont  la  réaction  est,  soit  neutre,  soit  légè- 
rement acide  ffl(j.  1  et  2,  pi.   f. 

Au  contraire,  le  vacuome  des  cellules  embryonnaires  se  teint 
en  violet  avec  le  bleu  de  crésyl  et  le  bleu  de  méthylène,  et  en 
orangé  ou  brun  avec  le  rouge  neutre  {fig.  S,  pi.  I).  Cette  der- 
nière observation  montre  que  le  contenu  vacuolairc  est  légè- 
rement basic[ue.  Ce  ])hénomène  de  viiage  de  teinte  que  nous 
avons  constaté  dans  les  cellules  jeunes  est  un  phénomène  de 
métachromasie.  Il  ne  peut  être  dû,  dans  le  cas  présent,  qu'à 
une  différence  de  réaction  d'alcalinité  du  vacuome. 

Cette  raison  s'impose  d'elle-même  pour  le  rouge  neutre  qui 
est  un  indicateur  coloré  très  sensible  ;  elle  doit  aussi  jouer 
pour  les  autres  colorants  (i). 

Nous  avions  cru,  au  début,  que  la  teinte  violette  prise  par  le 
blende  crésyl,  pouvait  être  due  à  la  petitesse  des  fdaments colorés 
qui  se  montraient  sous  une  épaisseur-  très  faible.  Il  n'en  est 
rien,  car  nous  avons  observé  plus  tard  des  vacuoles  déjà 
glandes  et  qui  prenaient  cependant  une  teinte  violette.  La 
coloration  spéciale  du  vacuome  des  cellules  embryonnaires 
est  donc  due  à  sa  réaction  basique. 

E.  Réaction  des  tannins.  — Nous  avons  cherché  à  savoir 
si  ce  vacuome^  renfermait  déjà  des  produits  tanniqucs  ;  nous 
avons,  pour  cela,  tiaité  de  jeunes  feuilles  fraîches  par  une 
série  de  réactifs. 

Toutes  les  réactions  destannoïdes  se  sont  montrées  négatives  ; 
les  meilleures  indications  à  cet  égard  sont  fournies  par  l'acide 
osmique,  et  surtout  le  bichromate  de  K  à  3  o/o  qui  n'altère 
pas   sensiblement  la  cellule  et    qui    a    lavantage    de    ne   pas 

(i)  Se  reporter  au  chapitre  spécial  où  nous  discutons  de  la  métachromasie. 
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colorer  les  niicrosomes  comme  l'acide  osmique  ;  toute  chance 
(le  confasion  est  donc  écaitée  ;  il  ne  faut  pas  se  dissimuler 
qu'il  s'agit  là  d'une  recherche  très  délicate,  car  on  opère  sur 
de  très  petites  (juantités  de  substance,  à  cause  du  faible  volume 
des  éléments  du  vacuome  dans  ces  cellules  jeunes. 

Néanmoins,  l  absence  de  composés  tanniques  ou  phé- 
noliques  doit  être  acceptée  sans  aucun  doute  dans  ces  élé- 
ments, et  voici  pourquoi  :  lorsque  la  cellule  embryonnaire 
évolue  veis  un  élément  tannifère,  l'apparition  du  tannin  est 
progressive  et  tous  les  intermédiaires  existent  et  s'observent, 
entre  la  cellule  dans  laquelle  les  réactifs  ne  montrent  aucune 
sécrétion  et  celle  où  ils  précipitent  et  colorent  quelques  gra- 
nules de  produits  tanniques.  Or,  à  cette  échelle  d'évolution 
chimique,  correspond  exactement  une  échelle  de  teinte  avec 
le  rouge  neutre  ([ui  donne  successivement  une  coloration 
orangée,  puis  brune,  puis  rouge  brique,  puis  rose.  Il  n'est 
donc  pas  douteux  que  le  tannin  apparaît  comme  une  substance 
surajoutée  à  une  autre  substance  fondamentale  dont  la  réac- 
tion est  alcaline.  Cette  substance  fondamentale  dont  la  nature 
est  certainement  protéique,  représente  pour  nous  la  mélachro- 
matine,  (elle  que  l'a  définie  M.  P.  A.  Dangeard,  c'est  à-dire 
une  matière  existant  dans  toutes  les  vacuoles  et  caractéristique 
du  système  vacuolaire.  * 

Cette  substance  existerait  à  l'état  concentré  dans  les  éléments 
jeunes  du  vacuome,  elle  se  diluerait  peu  à  peu  et  s'incorpo- 
rerait d'autres  éléments  pendant  la  croissance  et  l'évolution 
de  la  vacuole. 

Le  vacuome  des  cellules  embryonnaires  aune  forme  très  ins- 
table. Les  éléments  filamenteux  et  les  réseaux  se  modifient  en 
eflel  constamment  sous  linllucnce  des  mouvements  créés  par 
le  métabolisme. 

L'irrégularité  même  de  ces  formes,  leur  variété,  sont  bien 
propres  à  nous  déconcerter  :  on  ne  peut  manquer  d'être 
frappé  de  l'absence  d'ordre  que  révèlent  les  déformations  de 
l'appareil  vacuolaire.  Là,  rien  ne  peut  être  prévu  à  l'avance  et 
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nous  n'avons  pas  une  idée  bien  nette  des  raisons  qui  font 
qu'un  trabécule  se  rompt  ou  qu'une  anse  d'un  filament  se 
redresse  ou  s'enroule.  Si  l'on  considère  le  vacuome  comme  un 
élément  mort  de  la  cellule  et  simplement  comme  le  dépôt 
d'une  certaine  quantité  de  substance  plastique  dans  le  cyto- 
plasme, il  faut  se  représenter  les  déformations  de  cet  appareil 
comme  une  image  négative  en  quelque  sorte  des  déformations 
du  cytoplasme  lui-même. 

C'est  pendant  la  croissance  des  feuilles  qui  a  lieu  au  prin- 
temps, que  les  cellules  embryonnaires  se  transforment  en  cel- 
lules sécrétrices  à  tannins.  L'apparition  du  tannin  se  fait  peu 
à  peu,  comme  nous  l'avons  vu,  et  elle  peut  être  suivie  au 
moyen  de  réactifs  sensibles  comme  l'acide  osmiquc  à  i  o/o  ou 
le  bichromate  à  3  o/o.  On  peut  encore  relraccr  les  étapes  de 
celte  formation  au  moNcu  des  colorations  vitales  au  bleu  de 
crésyl  ou  au  rouge  neutre,  car,  dès  que  le  vacuome  renferme 
une  petite  quantité  de  tannins,  il  n'y  a  plus  mélacliromasie, 
et  la  teinte  prise  par  l'appareil  vacuolaire  est  la  teinte  naturelle 
du  colorant,  (bleu  pour  le  bleu  de  crésyl  et  le  bleu  de  méthy- 
lène, rose  pour  le  rouge  neutre).  —  Pendant  cette  évolution, 
des  couleurs  intermédiaires  s'observent  entre  la  teinte  méta- 
chromatiqnc  et  la  teinte  naturelle.  Ce  sont  des  violets  bleus 
pour  le  bleu  de  crésyl  et  des  rouges  brique  pour  le  rouge 
neutre. 

Quant  à  l'évolution  morphologique  du  vaciiome  filamenteux: 
ou  réticulé  des  cellules  embryonnaires  en  grandes  vacuoles 
typiques  tannifères,  elle  s'effectue  suivant  une  marche  tout  à 
fait  normale  qui  correspond  à  celle  cpia  décrite  M.  P.  A.  Dan- 
geard  chez  les  Gerdinam.  Les  (ilanienls  et  les  réseaux  des 
cellules  embryonnaires  se  gonllenl,  s'hydratent,  prennent  une 
importance  de  plus  en  plus  grande  dans  la  cellule.  Il  se  pro- 
duit en  somme  une  dilatation  considérable  de  tout  l'appareil 
vacuolaire.  Les  éléments  si  ténus  du  vacuome  enibrNonnairc 
se  gonflent  énormément,  par  suite  d'une  augmentation  de  la 
quantité  de  substance  vacuolaire  et  par  suite  de    l'accumula- 
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lion  inleiise  des  prodnils  lanniques  à  l'inléiieur  des  vacuoles. 
Cette  évolution  se  produit  chez  l'If,  à  lépoque  où  les  bour- 
geons se  développent  en  pousses  feuillées,  c'est-à-dire  au  mois 
de  mars  et  d'avril.  A  ce  moment,  les  feuilles  qui  viennent  de 
s'épanouir  sont  très  riches  en  tannin.  L  épidémie  est  alors 
entièrement  tannifère   sur   la  face  interne   des  feuilles  (jeune 


Fig.    1.   —   E\olu[iiiii   (Içs   vacuolos   chez   l'If. 

1.  PiirHdn  d'r|)iilc':mo  ai)rès  action  de  l'acide  osmiiu':  tniis  celLiles  embryonnair.^s  sont 
cnSouréL's  de  cillules  tannifères.  —  2,  3.  4,  5.  Cellules  embryoniiaii'es  après  ci)loiatloii 
vitale  mélachicnialique  montrant  Us  formes  jeunes  du  vacucme.  —  6,  7,  8,9.  Cel- 
lules apiès  cotoialicui  \itale  montrant  les  foimrs  âgées  du  vacuome  tjui  se  sont  impré- 
gnées de    tannin.   —  I,es  petits  grains   figurés   sont   les   niicrosomes. 


feuille  de  5  mm.  de  long.)  et  formé  de  cellules  à  grandes 
vacuoles  adultes.  Il  est  tannifère  en  grande  partie  sur  la  face 
externe  des  feuilles  (pointe  de  la  feuille,  zone  médiane  cor- 
respondant à  la  nervure).  Il  persiste  seulement  de  larges  zones 
sur  les  cotés  et  à  la  base,  qui  restent  encore  dépourvues  de 
sécrétion. 

Sur    des   feuilles    un    peu   plus    développées   d'avril  (long. 
I  c/ni\  lépiderme   de  la  face  interne  est  encore  entièrement 
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tannifère,  celui  de  la  face  externe  est  devenu  tannifère  com- 
plètemenl,  sauf  pour  les  cellules  sloniatiques  (i)  qui  se  sont 
différenciées. 

Ainsi  il  se  fait  une  transformation  quasi  totale  des  cellules 
épidermiques,  en  éléments  tannifères. 

Un  cas  intéressant  est  celui  oià  le  système  vacuolaire  est 
disposé  en  deux  masses  placées  aux  deux  extrémités  de  la  cel- 
lule et  qui  sont  réunies  par  des  trabécules  irré^uliers  dans  la 
zone  étroite  située  entre  le  noyau  et  la  membrane.  Par  cette 
disposition,  toutes  les  parties  du  système  se  trouvent  en  com- 
munication les  unes  avec  les  autres  {fig.  16.  pi.  X). 

Lorsque  l'évolution  vacuolaire  est  achevées,  le  noyau  rejeté 
sur  le  côté  est  caché  en  partie  par  la  substance  sécrétée,  ou 
bien  il  demeure  dans  la  partie  centrale  de  la  cellule,  puis  se 
trouve  presque  complètement  entouré  cependant  par  la  masse 
de  sécrétion.  C'est  la  condition  qui  existe  normalement  dans 
les  feuilles  adultes. 

ART.  — 2.    BECHERCHES  SUR    LA    NATURE  DU    TANNIN 

DES  FEUILLES  iriF. 

Nous  avons  cherché  à  reconnaître  quelle  était  la  nature  du 
tannin  renfermé  dans  les  feuilles  de  l'If,  par  des  réactions 
microchimiques.  Voici  quelle  est  l'action  des  réactifs  ordi- 
naires des  tannins  sur  des  feuilles  fraîches  : 

A.  Acide  osmique  à  i  o/o  ou  2  o/o.  —  Il  colore  en  noir 
intense  la  substance  des  vacuoles  à  tannins.  La  réduction  qui 
se  fait  au  niveau  de  l'appareil  vacuolaire  est  accompagnée 
d'une  bonne  fixation  de  la  forme  réelle  du  vacuome,  ce  qui 
rend  ce  réactif  précieux.  On  constate  que  le  tannin  peut  appa- 
raître dané  le  vacuome,  alors  qu'il  est  encore  au  stade  filamen- 
teux et  l'acide  osmique  fixe  ces  réseaux  vacuolaires  dans  tous 
leurs  détails  en  les  colorant  en  noir  :  par  contre,  les  cellules 

(i)  Cette  absence  de  tannin  dans  les  cellules  stomatiques  paraît  être  assez  géné- 
rale dans  le  cas  d'un  épiderme  tannifère  (feuilles  de  Conifères,  plantules). 
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embryonnaires  ou  les  colorations  vitales  décèlent  des  réseaux 
analogues^  ne  se  colorent  pas  par  l'acide  osmique,  et  leur 
vacuome  reste  invisible  après  fixation.  La  métachromatine 
que  contient  ce  dernier  ne  réduit  donc  pas  l'acide  osmique  ou, 
du  moins,  elle  le  réduit  aussi  faiblement  que  le  cytoplasme 
ou  le  noyau,  ce  qui  ne  permet  pas  de  la  distinguer  de  ces 
derniers. 

B.  Bichromate  de  K  à  7  0/0.  —  Ce  réactif  colore  en  brun 
la  substance  vacuolaiie  des  cellules  tannifères  ;  il  donne  une 
très  bonne  localisation  de  ces  cellules,  mais  il  fixe  moins  bien 
que  l'acide  osmique  les  éléments  délicats  du  vacuome  ;  les 
filaments  et  les  réseaux  sont  altérés  et  transformés  en  petites 
gouttelettes  qui  s'isolent.  On  peut  cependant  se  servir  de  ce 
réactif  pour  obtenir  une  fixation  en  même  temps  qu'une  colo- 
ration parfaite  des  formes  fragiles  du  système  vacuolaire  en 
l'employant,  mélangé  à  du  formol  à  /io  0/0^  dans  les  propor- 
tions indiquées  pour  le  fixateur  IV  de  Regaud  (i). 

G.  Sels  de  fer.  —  Le  chlorure  ferrique  colore  en  bleu  noir 
la  substance  vacuolaire  des  cellules  tannifères,  mais  ce  réactif 
déforme  la  cellule,  ce  qui  entraîne  une  localisation  du  tannin 
très  imprécise. 

Le  sulfate  de  fer  a  donné  de  meilleurs  résultats. 

D.  Réactif  de  Braenjer  (Acétotungstate  de  Na).  —  Le 
réactif  est  mis  en  contact  pendant  quatre  heures  avec  les  jeunes 
feuilles  fraîches. 

Il  se  produit  une  coloration  jaune  fauve  des  vacuoles  sécré- 
triées,  mais  il  n'y  a  aucune  coloration  dans  les  cellules 
embryonnaires. 

E.  Réactif  de  Courtonne  (Acétate  neutre  de  Pb.).  — Donne 
un  précipité  jaune  fauve,  un  peu  orangé,  dans  les  cellules  à 
tannin.  Ce  réactif  fixe  bien  les  cellules  qui  ne  sont  pas  désor- 

(1)  Bichromate  de  K  à  3  0/0,  3  volumes;  formol  à  /io  o/o,  i  volume  . 
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ganisées.  Ce  résultat  est  probablement  dû    à  l'acide   acétique 
qui  sert  à  neutraliser  et  qui  reste  en  excès. 

F.  HypocI?lorite  de  soude.  —  Ce  réactif,  au  moment  de 
sa  pénétration,  et  avant  qu'il  n'ait  eu  le  temps  de  détruire  la 
cellule,  communique  une  coloration  orangée  immédiate  et 
très  nette  aux  vacuoles  des  cellules  tannifères. 

G.  Eau  iodo  iodurée.  —  Il  se  fait  une  coloration  orangée 
des  cellules  à  tannins  et  c'est  le  suc  cellulaire  des  vacuoles  qui 
prend  cette  coloration  (i). 

Dans  les  cellules  cylindriques  du  tissu  en  palissade,  il  n'y  a 
pas  d'amidon  :  si  l'emploi  de  l'eau  iodée  n'a  pas  été  prolongé, 
les  plastes  restent  verts  tandis  que  les  vacuoles  à  tannins 
prennent  une  teinte  orangée. 

Cette  coloration  remarquable  peut  ne  pas  être  duc  aux  tan- 
nins, mais  provenir  d'autres  substances  du  suc  cellulaire 
présentes  (Alcaloïdes,  Albumino'ides)  ;  une  solution  alcoolique 
d'iode  ne  donne  pas  une  différenciation  analogue. 

H.  Essais  de  cyaijure  de  K.  —  Emploi  cViine  solution  con- 
centrée. —  Au  bout  d'une  heure,  il  n'y  a  aucune  coloration 
des  cellules  à  tannin  ;  après  24  heures,  pas  davantage  de  colo- 
ration, il  faut  en  conclure  qu'il  n'y  a  pas  d'acide  gallique  dans 
les  vacuoles. 

1.  Essai  des  réactifs  des  tannins  après  l'action  des 
fixateurs.  —  L'alcool  employé  comme  fixateur  des  feuilles 
dissout  rapidement  le  tannin.  Les  vacuoles  ne  donnent  plus 
en  effet  les  réactions  caractéristiques,  ni  avec  l'acide  osmique, 
ni  avec  le  bichromate. 

Après  fixation  au  formol  à  ^o  0/0,  tous  les  réactifs  des 
tannins  peuveiit  être  employés  avec  succès:  le  formol  conserve 
donc  très  bien  le  tannin  et  le  rend  d'ailleurs  insoluble,  car  les 
feuilles  qui  ont  été  ainsi  fixées  peuvent  être  ensuite  conservées 
sans  inconvénient  dans  l'alcool.  Sur  des  feuilles  ainsi  fixées 
et  conservées,  on    pourra  donc  plus  tard   localiser   le  tannin, 

(i)  Il  s'agit  d'une  coloration  du  suc  vacuolaire  sans  précipitation. 
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soit  au  moyen  de  l'acide  osmiquc,  soit  au  moyen  du  bichro- 
mate. 

Nous  avons  d'ailleurs'  constaté  que  les  vacuoles  sécrétrices, 
dans  ces  conditions,  prenaient  à  la  longue  une  teinte  jaune 
d'or,  ce  qui  permet  de  les  reconnaître  sans  aucun  autre  réactif 
spécial. 

J.  Réactifs  colorants.  —  Après  fixation  au  formol,  les 
vacuoles  à  tannins  fixent  le  bleu  de  méthylène  et  le  bleu  de 
crésyl,  tandis  que  les  cellules  embryonnaires  se  distinguent 
par  leur  absence  de  coloration. 

11  suffit,  pour  obtenir  cette  coloration^  de  laisser  séjourner 
quelque  temps  les  jeunes  feuilles  entières  dans  le  colorant.  On 
peut  aussi  colorer  des  coupes  faites  à  la  main  ou  au  moyen  du 
microtome.  Le  vert  d'iode  manifeste  également  de  raffinité 
pour  les  vacuoles  tanniques  qu'il  colore  vivement  en  vert.  Ce 
réactif  est  précieux  pour  reconnaître  la  répartition  des  cellules 
sécrétrices  sur  les  coupes  de  feuilles.  On  l'emploiera  avec 
avantage  en  double  coloration  avec  le  carmin. 

Résumé  des  caractères  microcl?iiîiiques  du  tannii? 
des  feuilles  d'If,  (il  s'agit  de  recherches  effectuées  dans  les  cel- 
lules épidermiques  ;  pour  les  autres  cellules,  nous  n'avons  pas 
employé  la  série  complète  des  réactifs). 

Réactifs  Résultat  de  leur  action. 


Sels    de  fer    (perchlorure 
et  sulfate). 


Coloration  noire. 


Bichromate  de  K  3  o/o 

Précipitation  brune. 

Sur  feuilles 

Acide  osmique. 

Coloration  et  précipitation 

fraîches 
et 

Acétotungstate  deNa. 

noire. 
Coloration  jaune  fauve. 

dans 

1   Acétate     neutre     de 

Pb. 

Précipité  jaune  fauve,  un 

les 

(réactif  de  Courtonnc). 

peu  orangé. 

cellules 
tannifères. 

Cyanure  de  K. 
Hypochlorite  de  Na. 

Rien. 

Coloration     orangée     très 
nette. 

i    Eau  lodo-Ioduréc. 

Coloration  orangée. 

'   Alcool  à  950. 

Dissolution. 

Sur  feuilles 
fixées 
au 
formol  à  .\o  o/o. 


—  55  — 

Acide  osmique,  Coloration  noire. 

Biclironiale  de  K   à  3  o/o.  Piécipilalion  brune. 

Bleu  de  méthylène.  Coloration  bleue. 

Bleu  de  crésyl.  Coloration  bleue. 

Vert  d'Iode.  Coloration  verte. 

Bleupolyclirome  de  Unna.  Coloration  bleue. 

Ilénialoxyline  ferrique.  Coloration  noire. 


Réaction  cCacidilc.  —  L'emploi  du  rouge  neutre  montre  que 
le  produit  ap[)araissant  dans  les  vacuoles  à  sécrétioji  est  un 
corps  acide,  puisqu'il  neutralise  l'alcalinité  primitive  du 
vacuome. 

DiSCUSSIOX  DES  RÉSULTATS. 

Le  corps  dont  nous  avons  suivi  la  l'ormalioii  dans  les 
vacnoles  de  l'If,  doit  être,  sans  aucun  doute  rattache  au  groupe 
des  tannins.  L'ensemble  des  réactions  énumérées  suffit  pour 
justifier  ce  rattachement  à  un  ensemble  de  corps  dailleuis 
assez  mal  défini. 

Si  nous  essayons  de  préciser  la  constitution  de  ce  corps, 
nous  rencontrons  plus  de  difficultés.  Ce  doit  être  un  composé 
phénolique  (réaction  des  sels  de  fer)  et  les  propriétés  réduc- 
trices vis-à-vis  de  l'acide  osmique,  du  bichromate  de  potasse, 
font  penser  à  un  phénol  polyvalent. 

Les  caractères  d'acidité  nous  conduisent  aux  groupes  des 
triphénols  ou  des  acides  phénols,  mais  ce  n'est  pas  de  l'acide 
gallique  (acide  triphénol)  qui  donnerait  une  précipitation 
rouge  avec  le  cyanure  de  potassium  (d'après  Braemer). 

Le  caractère  de  coloration  orangée  avec  l'iiypochlorite. 
indiquerait  Vacidc  ellugiqae.  Celui-ci  est  encore  appelé  acide 
bezoardiqueetil  a  déjà  été  signalé  chez  les  Conifères  (Braemer). 

ART  S.  —  CELLULES  TANNIEÈRES  DU  PARENCHYME  irr 

TUBES  SÉCRÉTEUJiS 

En  dehors  des  cellules  épidermiques,  il  y  a  encore  dans  le 
parenchyme  chlorophyllien  de  nombreuses  celhdes  tannifères. 
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Enfin,  au  pourtour  du  faisceau,  flanquant  le  bois  et  le  liber,  on 
trouve  des  files  de  cellules  allongées  à  tannin.  Ces  éléments 
ont  été  décrits  par  M.  G.  Chauveaud  en  1904  sous  le  nom  de 
tubes  sécréteurs.  L'auteur  leur  reconnaît  une  évolution  assez 
compliquée  qui  serait  la  suivante  : 

i"  Sur  les  feuilles  très  jeunes,  encore  recouvertes  par  les 
écailles  du  bourgeon,  il  signale  des  tubes  allongés  pouvant 
dépasser  la  demi-longueur  de  la  feuille,  infra-libériens  et 
supra-ligneux. 

2°  Pendant  l'été,  ces  tubes  se  cloisonnent  et  se  transforment 
en  cellules  de  parenchyme,  de  sorte  qu'à  l'automne,  on  ne 
trouve  plus  de  tubes  sécréteurs. 

M.  Chauveaud  ne  donne  pas  de  renseignement  sur  la 
nature  de  la  substance  sécrétée  dans  ces  tubes,  non  plus 
que  sur  les  caractères  cytologiques  de  ces  éléments,  c'est  pour- 
quoi il  n'est  pas  inulile  de  donner  maintenant  quelques 
détails  à  ce  sujet. 

Nous  avons  constaté  d'abord  que  chaque  tube  sécréteur 
était  formé  par  une  seule  cellule  qui  s'est  extrêmement 
allongée  sans  se  cloisonner.  La  substance  sécrété  est  un  tannin 
qui  est  contenu  dans  deux  très  grandes  vacuoles  s'étendant 
jusqu'aux  extrémités  amincies  en  pointe  du  tube  sécréteur. 
Elles  sont  séparées  par  une  zone  cytoplasmique  occupé  par 
un  noyau  arrondi  et  volumineux,  qui  occupe  une  position 
centrale  dans  une  dépression  des  deux  grandes  vacuoles. 

En  été,  on  constate  des  divisions  qui  vont  se  multipliant 
et  transforment  les  tannifères  en  des  files  de  cellules  assez 
courtes.  A  partir  de  ce  moment,  M.  Chauveaud  signale  la 
disparition  progressive  des  tubes  sécréteurs  par  suite  de  leur 
transformation  en  cellules  de  parenchyme  et  le  départ 
de  la  substance  de  sécrétion. 

Il  peut  très  bien  se  produire  des  migrations  de  substances 
à  cette  époque  (i),  mais  il  ne  peut  pas  s'agir  en  tous  cas  de  la 

(i)  Les  tubes  sécréteurs  contiennent  vraisemblablement  d'autres  substances  que 
des  tannins. 
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disparition  du  tannin,  car  des  feuilles  cueillies  en  décembre 
sont  encore  très  riches  en  éléments  tannifères  infra-libériens 
et  supra-ligneux  qui  dérivent  des  tubes  sécréteurs  de  l'été. 

Ces  tubes  sécréteurs  décrits  par  M.  Chauveaud  dans  les 
feuilles  de  l'If,  et  que  l'on  retrouve  dans  les  plantules,  corres- 
pondent donc  à  des  cellules  tannifères  extrêmement  allongées. 

Nous  les  retrouverons  avec  des  caractères  analogues  non 
seulement  dans  les  feuilles  des  autres  Conifères,  mais  aussi  et 
surtout  dans  les  très  jeunes  plantules  où  ils  foî'inent  un 
système  important. 


CllAPlTUE  II 

EvolutiosB  (1I0&4  vai*aaol4>!«5  cIk'k   cjucIïhh's   autres 


LAiUXiJhj.   2,   /,  2,  3,  !i,  5  cl  fig.  11,   12,  i3,  I^  pi.  I). 

Les  élals  les  plus  jeunes  du  vaeuoine,  s'observent  de  même 
que  dans  l'If,  sur  les  jeunes  feuilles  de  l'automne  et  de  l'hiver. 
Le  vacuome  de  l'épiderme  se  charge  de  produits  tanniqucs  à 
un  stade  précoce  du  développement  des  feuilles  ;  mais  une 
différence  avec  le  Taxas  résulte  de  la  présence  du  tannin  dans 
l'assise  sous  épidermique,  où  il  apparaît  plus  tôt  que  dans 
l'épiderme. 

Les  cellules  qui  occupent  le  sommet  du  point  végétatif  lui- 
même  renferment  des  plastes  en  bâtonnets  et  des  microsomes. 

Le  vacuome  est  invisible  et  il  n'y  a  pas  trace  de  tannin.  Il  n'est 
pas  probable  que  dans  ces  cellules  les  plus  jeunes  les  plastes 
soient  déjà  amylifères,  mais  ils  le  sont  très  nettement  dans 
l'épiderme  des  premières  ébauches  foliaires. 

Nous  avons  obtenu  la  coloration  vitale  des  cellules  précédentes 
chez  le  Lwix  leptolepis  (Jig.  i/i,  /)/.  //  :  le  vacuome  se  montre 
sous  forme  de  petites  vacuoles  sphériques  de  réaction  alcaline  ; 
les  autres  résultats  ont  été  obtenus  chez  le  Larix  eiiropssa. 

Dans  nos  observations  ultérieures  et  chez  les  feuilles  les  plus 
jeunes  examinées  (bourgeons  cueillis  en  octobre  et  novembre), 
une  grande  partie  des  cellules  épidermiques  est  encore 
dépourvue  de  tannin  :  ce  sont  des  cellules  à  caractère  embryon- 
jiaire. 
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C'est  seuleniciit  au  souiiiiel  de  la  feuille  cl  dans  sa  partie 
médiane  c[ue  le  vacuonie  se  montre  tannifère.  La  feuille  a  sa 
zone  de  croissance  située  à  la  base,  de  sorte  (jue  les  éléments 
les  plus  âgés  ^ont  au  sommet  (croissance  basipète,.  Il  y  a  con- 
cordance parfaite  sous  ce  rapport  avec  les  résultats  observés 
chez  l'If. 

Nous  commencerons  par  décrire  les  éléments  vivants  et  non 
colorés  : 

Les  cellules  embryonnaires  sont  de  petite  taille  et  elles  sont 
encore  peu  allongées.  Le  noyau  occupe  la  plus  grande  partie 
de  la  cavité  cellulaire.  Le  cytoplasme  hyalin  et  d'apparence 
homogène  renferme  des  inclusions  de  deux  sortes  très  faciles 
à  distinguer  l'une  de  l'autre  :  ce  sont  des  microsomes  très 
petits  et  arrondis  et  des  plastes  en  bâtonnets,  les  uns  et  les 
autres  reconnaissables  sur  le  vivant  grâce  à  leur  réfringence; 
le  vacuome  est  totalement  invisible^  car  sa  réfringence  est 
semblable  à  celle  du  cytoplasme. 

Les  cellules  sécrétrices  tannifères  sont  déjà  plus  giandes,  plus 
allongées  ;  elles  renferment  les  mêmes  éléments  inclus  dans 
le  cytoplasme,  mais  leur  vacuome  très  réfringent  est  visible 
dans  ses  plus  petits  détails  sans  coloration.  Il  forme  des 
réseaux  de  forme  instable,  et  de  consistance  apparemment 
visqueuse;  il  y  a  généralement  deux  masses  plus  considérables 
aux  deux  pôles  de  la  cellule  qui  sont  réunies  par  des  trabécules 
anastomosés  autour  du  noyau  allongé  {/hj.  a,  ^i). 

Après  coloration  vitale,  on  met  en  évidence  le  vacuonie 
dans  les  cellules  embryonnaires. 

Il  se  distingue  par  sa  teinte  métachroniatique  (vi<jlellc  avec 
le  bleu  de  crésyl,  orangée  avec  le  rouge  neutre).  Ce  sont  des 
granules,  des  filaments,  des  éléments  de  réseaux,  des  pelotons 
très  fins.  Ces  formations  ne  peuvent  pas,  bien  entendu^  être 
confondues  avec  les  plastes  ou  les  microsomes  qui  existent  à 
côté  d'eux  et  demeurent  incolores  (Jîg.  la  el  lo,  pi.   I). 

Ces  éléments  des  cellules  embryonnaires  sont  très  vaiiés  de 
forme   et  se   modifient   assez  rapidement    pendant  qu'on    les 


—  GO  — 


observe  dans  la  cellule  qui   conserve   certainement  sa   pleine 
vitalité.  Lorsque  les  éléments  du  vacuome  sont  plus  riches  en 

J ^ 


Fig.   2.  —  Quelqiirs  aspects  du   vacuomp,  colore   vitalemeni,   chez  les  Conifères. 
J,   2,    3,   4,   5.    Cellules   épidermiques   de   Larix   europaea.    Les   figures   4   et    5    montrent   des 
réseaux    formés    par    une    sulistance    ductile.    —    6,    7.    Cellules    épldermiques    de    Taxus 
baccata.    6,    vacuome    tannifère   coloré.    7,    vacuome    analogue    après    la    précipitation    de 
sa   substance.    —    8.    Cellule    é|iid<'rmique    de    Gingko    liiloba. 


eau,  ils  affectent  la  forme  de  petites  vacuoles  rondes  ou  ovales 
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et il  se  précipite  fréquemment  à  leur  intérieur  de  petits  gra- 
nules rouges   qui  sont  animés  de    mouvements  browniens   à 
l'intérieur  de  la  vacuole. 

Dans  les  cellules  tannifèrcs  de  l'épiderme,  la  coloration 
vitale  n'est  jamais  métacliromatiquc,  par  conséquent  elle  est 
bleue  avec  le  bleu  de  crésyl,  rouge  avec  le  rouge  neutre  {fig.  i3, 
pi.  I). 

Le  colorant  vital  pénètre  également  bien  dans  Fassise  de 
cellules  sous  épidermiques  où  le  vacuome  se  colore  également 
en  bleu.  Cette  coloration  non  métachromatique  résulte  de  la 
présence  de  composés  lanniques,  abondants  dès  cette  époque 
dans  le  sous-épiderme  (i). 

Les  mêmes  caractères  de  l'appareil  vacuolaire  s'observent 
dans  les  bourgeons  d'une  époque  plus  avancée  (février  ou 
mars),  mais  déjà  en  février,  les  jeunes  feuilles  sont  plus  riches 
en  tannin  et  une  partie  des  cellules  embryonnaires  est  trans- 
formée en  cellules  tannifères.  Leur  ^vacuome  toujours  méta- 
chromatique est  moins  souvent  en  forme  de  filaments  étroits 
et  on  observe  quelquefois  tout  simplement  de  petites  vacuoles 
violettes. 

Enfin,  lorsque  le  bourgeon  s'ouvre  en  mars  et  (pie  les  jeunes 
feuilles  s'allongent,  leur  épiderme  se  montre  uniformément 
tannifère.  L'apparition  du  tannin  se  fait  donc  rapidement, 
mais  elle  est  progressive,  comme  le  montre^  soit  la  teinte 
prise  en  coloration  vitale  et  qui  passe  insensiblement  du  violet 
au  bleu,  soit  l'emploi  des  réactifs  des  tannins. 

C'est  le  moment  d'indiquer  les  essais  microchimiques  sur 
ces  composés.  Les  réactifs  employés  ont  été  l'acide  osmique  à 
I  o/o,  le  bichromate  de  potasse  à  3  o/o,  le  chlorure  ferrique, 
l'acétotungstate  de  soude,  le  réactif  de  Courtonnc.  Tous,  ont 
donné  des  résultats  négatifs  dans  les  cellules  embryonnaires  ; 
ils  ont  fourni  au  contraire  des  précipitations  caractéristiques 
dans  les  vacuoles  des  cellules  sécrétrices  à  tannin  :  ces  réactifs 

(i)  Nous  n'avons  pas  observé  de  feuilles  assez  jeunes  pour  trouver  des  cellules 
embryonnaires  dans  le  sous-épiderme. 
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permettent  donc  de  distingncr  les  cellules  embryonnaires  des 
autres  cellules  et  la  localisation  ainsi  faite  correspond  exacte- 
ment à  colle  que  Ton  établit  au  moyen  de  l'observation  sans 
aucun  réactif  ou  après  coloration  vitale.  Les  réseaux  colorés 
peuvent  être  très  bien  conservés  par  l'acide  osmique  [fig.  i3, 
pi.  X). 

Par  conséquent  de  même  que  chez  l'If,  les  conclusions  sui- 
vantes s'imposent.  Les  cellules  épidermiqucs  présentent  au 
début  du  développement  un  «  état  embryonnaire  »  caractérisé 
par  un  vacuome  de  réfringence  semblable  à  celle  du  cyto- 
plasme, se  colorant  métachromatiquement  par  les  colorants 
vitaux,  donc  de  réaction  alcaline  et  dépourvu  de  composés 
pbénoliques  (ou  n'en  renfermant  qu'une  infime  proportion); 
ces  cellules  se  transforment  au  cours  de  leurs  divisions  succes- 
sives, en  éléments  sécréteurs  tannifères  qui  ont  vui  vacuome 
réfiingent,  visible  dans  la  cellule  vivante,  et  colorable  sans 
métacbromasie  par  les  teintures  vitales. 

Telles  sont  les  conclusions  auxquelles  nous  avons  été  con- 
duits :  elles  correspondent  exactement  à  celles  que  nous  avait 
révélées  l'élude  du  Taxas  baccala. 

ABIES  Nordmanniana  {iig.  i  à  5,  /)/.  Ilcifig.  i   à  5,  /)/.  AT). 

Nous  avons  cherché  à  connaître  les  premiers  stades  de  la 
formation  des  vacuoles  et  à  déterminer  le  mode  d'apparition 
des  tannins  comme  dans  les  deux  exemples  précédents.  On 
s'aperçoit  vite  que  même  les  très  petites  feuilles  renferment 
déjà  du  tannin  et  qu'il  est  nécessaire  pour  connaître  son  ori- 
gine de  remonter  jusqu'aux  premières  ébauches  foliaires  qui 
prennent  naissance  sur  le  point  de  végétation  et  même  jus- 
qu'à ce  dernier. 

Nous  avons  réussi  à  plusieurs  reprises,  sur  des  bourgeons 
cueillis  au  mois  d'aoïU  et  au  mois  de  septembre,  à  colorer 
vitalement  le  sommet  du  point  végétatif  lui-même.  Là  sont 
les  cellules  initiales,  qui  par  leurs  cloisonnements,  produisent 
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le  tissu  épidermiqiio  tout  entier  et  c'est  là  évidemment  qu'il 
faut  rccliercher  l'origine  de  toutes  les  dilTi'rcnciiilions  cellu- 
laires. 

Lorsqu'on  a  enlevé  les  écailles  qui  protègent  le  jeune  bour- 
geon, on  met  à  découvert  un  petit  mamelon  formé  par  un  axe 
court.  Celui-ci  est  recouvert  sur  la  plus  grande  partie  de  sa 
longueur  par  de  petites  feuilles  imbriquées  qui  le  masquent 
complètement.  Le  sommet  île  l'axe  est  libre  et  constitue  une 
petite  intumescence  en  forme  de  cône,  à  la  base  duquel  s'ob- 
servent les  premières  ébaucbes  foliaires. 

11  est  assez  facile  de  constate!-,  que  le  sommet  de  l'axe,  ainsi 
que  les  premiers  mamelons  foliaires,  ne  renferment  pas  de 
tannin.  11  suffit  pour  cela  de  les  laisser  séjourner  dans  une 
solution  d'acide  osmique  à  i  o/o  pendant  \  j -i  iieureà  i  lieure. 
On  s'assure  ainsi  que  le  tannin  appai'aît  bien  dans  les  plus 
petites  feuilles,  mais  que  le  cône  végétatif  lui-même,  ainsi 
que  les  premières  ébaucbes  qui  sont  à  sa  base  en  sont  complè- 
tement dépourvus. 

Pour  obtenir  une  coloration  vitale  du  point  végétatif,  il  faut 
détacher  avec  précaution  le  sommet  du  méristème  avec  les 
premières  feuilles  et  le  plonger  tout  entier  dans  une  solution 
de  rouge  neutre.  Au  bout  d'une  heure  environ,  le  colorant  a 
pénétré  dans  un  assez  grand  nombre  de  cellules  situées  au 
sommet  et  donne  lieu  à  une  excellente  coloration  vitale. 

Nous  décrirons  d'abord  les  cellules  épidermiques  qui  occu- 
pent le  sommet  végétatif,  telles  qu'elles  se  présentent,  lors- 
qu'on les  examine  directement  dans  l'eau  sans  aucun  artifice. 

Ces  cellules  sont  d'assez  grande  taille,  polygonales,  et  elles 
renferment  un  gros  noyau  arrondi.  Leur  cytoplasme  est  rempli 
d'un  grand  nombre  de  granulations  parmi  lesquelles  on  peut 
distinguer  deux  sortes  :  d'une  part  des  corpuscules  assez  gros, 
arrondis  ou  un  peu  lenticulaires,  assez  régulièrement  groupés 
autour  du  noyau,  qui  sont  des  p/r/s/es,  d'autre  part  des  granules 
plus  petits  toujours  arrondis,  les  rnicrosonies.  Le  vacuome  est 
invisible  dans  les  cellules  vivantes  et  nous  avons  dit  piécédcm- 
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ment qu'il  ne  donnait  pas  les  réactions  des  tannins.  On  peut 
donc  assurer  que  le  sommet  du  point  de  végétation  de  VAbies, 
est  occupé  par  des  cellules  toutes  semblables,  ayant  les  carac- 
tères de  cellules  embryonnaires. 

Après  coloration  au  rouge  neutre,  on  observe  dans  toutes 
les  cellules  sans  exception,  un  vacuome  de  couleur  orangée, 
affectant  la  forme  de  réseaux  très  fins  et  très  variés  ;  souvent 
aussi  il  n'existe  dans  le  cytoplasme,  que  des  granules  vacuo- 
laires  rappelant  beaucoup  les  grains  d'aleurone  par  leur  aspect 
général  (Jig.  1 ,  pi  II). 

Les  mêmes  cellules  possédant  un  vacuome  identique  se 
retrouvent  dans  les  jeunes  feuilles  {fig.  2  et  3,  pi.  II);  plus  tard 
et  à  mesure  que  Ton  s'éloigne  du  sommet  du  point  végétatif, 
on  observe  dans  l'épiderme  la  formation  de  plus  en  plus  fré- 
quente de  cellules  tannifères  aux  dépens  des  précédentes 
{fig.  1,pLXI). 

Les  bourgeons  que  nous  venons  de  décrire  passent  l'hiver 
sans  qu'il  se  produise  beaucoup  de  modifications. 

Dans  les  feuilles  des  bourgeons  de  l'hiver  et  du  printemps, 
il  y  a  donc  encore  des  cellules  embryonnaires  à  vacuome  non 
lannifère  et  métachromatique  en  coloration  vitale,  accompa- 
enées  de  cellules  sécrétrices.  Les  cellules  embryonnaires 
s'observent  surtout  sur  les  bords  des  très  jeunes  feuilles  et  à  la 
base,  car  le  mode  de  croissance  est  basipète  comme  dans  les 
feuilles  précédentes. 

Le  vacuome  des  cellules  tannifères  comme  celui  des  cellules 
embryonnaires  présente  souvent  des  formes  de  réseau.  Dans  le 
cas  des  cellules  tannifères,  ces  réseaux  sont  très  visibles  sur  le 
frais,  car  ils  sont  très  réfringents.  Leur  forme  est  parfois  très 
contournée  et  leur  substance  a  une  consistance  demi-fluide.  Ils 
fixent  rapidement  le  bleu  de  crésyl  et  se  teignent  en  bleu,  non 
métachromatiquement. 

Enfin  nous  avons  observé  plus  tard,  au  mois  d'avril,  de 
jeunes  bourgeons  cVAbies.  Les  feuilles  les  plus  jeunes  étudiées, 
sont  complètement  incolores  et  n'ont  que  1/2  millimètre  envi- 
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ron  de  longiiour.  Le  sommet  de  la  feuille  est  occupé  par  des 
cellules  à  graudes  vacuoles  et  à  gros  plastes  lenticulaires.  A  la 
base  on  peut  trouver  quelques  cellules  sans  sécrétion  (cellules 
embi'Yonnaires),  mais  elles  sont  assez  rares.  Le  vacuome  étant 
très  réfj'ingent,  on  peut  observer  les  détails  de  sa  structure 
dans  la  celhile  vivante. 

Les  formes  filamenteuses  sont  nombreuses  et  il  arrive  que  les 
cellules  contiennent  un  vacuome  uniquement  fdamenteux. 
Dans  ce  cas,  les  formes  vacuolaires  à  contenu  épais  et  réfrin- 
gent ont  beaucoup  d'analogie  avec  les  vacuoles  à  composés 
phénoliques  du  Rosier  ^fig.  7,  pi.  XI). 

L'acide  osmicjue  à  i  0/0  fixe  bien  les  réseaux  fins  et  les  fila- 
ments tannileres  observés  sur  le  \  ivant.  La  fixation  a  lieu  en 
quelques  secondes  et  elle  conserve  admirablement  les  moindres 
détails  ififj.  6.  pi.  XI].  C'est  l'emploi  de  l'acide  osmique  dans  des 
conditions  analogues,  qui  a  permis  à  Pensa  en  1917,  de  figurer 
des  réseaux  dans  des  cellules  végétales,  sans  en  reconnaître  la 
nature  vacuolaire.  On  constate  de  plus,  qu'il  y  a  un  vacuome 
très  riche  en  tannin  dans  les  cellules  de  l'assise  sous-épider- 
mique  et  l'évolution  des  vacuoles  y  est  en  avance  sur  celle  de 
l'épiderme. 

A  ce  moment  de  l'année,  l'épiderme  paraît  entièrement 
sécréteui-,  et  les  cellules  qui  pouvaient  passer  pour  des  éléments 
embrycjunaiies  sur  le  Ai\ant.  montrent,  après  l'action  de  l'acide 
osmique.  quelques  grains  noirs  qui  correspondent  très  proba- 
blement  à  des  composés  tanniques. 

Ainsi,  par  une  série  d'étapes  que  nous  avons  suivies,  l'épi- 
derme est  devenu  entièrement  sécréteur  dans  les  jeunes  feuilles 
développées.  Il  l'est  encore  sur  les  feuilles  adultes  comme  il  est 
facile  de  s'en  assurer. 

On  réussit  assez  facilement  à  obtenir  la  coloration  vitale  au 
moyen  du  rouge  neutre,  qui  donne  une  très  bonne  coloration 
rose  de  l'épiderme  :  même  après  six  heures  de  séjour  dans  le 
colorant,  il  y  a  des  cellules  vivantes  avec  réseau  fin  coloré, 
mais  dans   beaucoup  d'éléments  se  produit  à  la  longue  une 
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précipitation  de  corpuscules  bruns  accompagnée  d'une  rupture 
des  trabécules. 

Le  bleu  de  crésyl  et  le  bleu  de  Nil  ont  coloré  les  vacuoles 
dans  les  mêmes  ccndilions  que  le  rouge  neutre.  Quelques  indi- 
cations sont  utiles  au  sujet  des  autres  éléments  du  cytoplasme. 
On  constate  que  les  microsomes  s'observent  à  tons  les  états  du 
développement  sans  modifications  sensibles.  Les  plastes  qui 
sont  de  petits  bâtonnets  dans  les  cellules  embryonnaires,  se 
transforment  en  gros  corpuscules  elliptiques  dans  les  éléments 
plus  âgés  tannifères  ifuj.  \,  pi.  M).  Les  plastes  ne  présentent 
donc  jamais  une  allure  filamenteuse  comparable  à  celle  des 
plastes  vermiformes  de  Ylr'is  par  exemple. 

PICEA  excelsa  (%•  6  à  8,  pi  II  et  fuj.  8  à  i3,  pi.  XP. 

Les  jeunes  bourgeons  de  Picca  ont  beaucoup  d'analogie 
avec  ceux  de  VAbics.  Ils  en  diiïerent  cependant  par  le  mode 
d'apparition  du  tannin,  qui  se  produit  ici  bien  plus  tardive- 
ment. 

De  jeunes  bourgeons  cueillis  au  mois  de  septembre,,  sont 
déjà  formés  d'un  petit  axe,  recouvert  de  nombreuses  feuilles 
ayant  une  fraction  de  millimètre  de  longueur  et  encore 
presque  incolores.  Le  point  végétatif  qui  est  au  sommet,  est 
arrondi  et  il  donne  constamment  naissance  à  sa  base  à  de  nou- 
velles feuilles,  qui,  au  fur  et  à  mesine  de  leur  croissance, 
ariivent  à  se  recouvrir  en  partie  les  unes  les  autres,  de  façon  à 
prendie  une  disposition  imbriquée  {Fig.  ii,  PI.  XI). 

Si  l'on  emploie  l'acide  osmique  pour  reconnaître  la  pré- 
sence du  tannin  dans  le  bourgeon,  on  remarque  que  le 
méristème  terminal,  ainsi  que  les  premières  feuilles,  sont 
dépourvus  de  tannin  et  que  ce  corps  ne  se  montre  que  sur  les 
feuilles  les  plus  giandes  et  seulement  dans  les  cellules  de  la 
pointe  de  la  feuille. 

Le  bourgeon  passe  dans  cet  état  l'hiver  à  l'état  de  vie  ralentie; 
il  se  produit  seulement  un  lent  accroissement  des  feuilles  et 
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une   légère   accumulation  de    tannin  dans  les  cellules  épider- 
miques  pendant  cette  période. 

Au  début  du  printemps,  lors([ue  le  bour-geon  n'est  pas 
ouvert,  il  existe  un  petit  cône  végétatif  assez  volumineux 
recouvert  de  feuilles  à  divers  états  de  développement. 

Les  feuilles  les  plus  petites  sont  naturellement  au  sommet  et 
elles  se  montrent  déjà  assez  riches  en  produits  tanniques.  Dans 
l  épidémie,  le  tannin  est  localisé  dans  toute  la  moitié  supé- 
rieure de  la  jeune  feuille;  la  base  est  encore  occupée  par  de 
nombreuses  cellules  embryonnaires  sans  tannin.  Plus  bas, 
dans  les  feuilles  les  plus  grandes,  tout  Tépidorme  est  devenu 
tannifèrc. 

On  peut  donc  chez  [a  Pirert,  comme  chez  les  Conifères  précé- 
demment étndiées,  connaître  le  mode  d'apparition  des  composés 
tanniques,  en  observant  Les  feuilles  des  bourgeons  cueillis  aux 
diverses  époques  de  l'année. 

Nous  avons  dit  que  les  jeunes  feuilles,  pendant  l'automne, 
renfermaient  encore  très  peu  de  composés  tanniques  dans  leur 
épiderme.  Ce  tissu  dans  sa  région  moyenne  est  formé  de  cel- 
lules ordinairement  allongées  à  noyau  volumineux  et  d'appa- 
rence granuleuse.  Dans  le  cytoplasme  qui  paraît  compact  et 
dépourvu  de  vacuoles,  se  voient  quelques  petits  plastes  eu 
bâtonnets,  très  réfringents  et  quelques  microsomes  extrê- 
mement petits.  Aucune  autre  diflerenciation  n'est  reconnais- 
sable  (fig.  S,  PI.  M)  ;  vers  la  pointe  de  la  feuille,  les  cellules  ont 
le  même  caractère,  mais  les  plastes  sont  plus  gros,  et  les 
microsomes  plus  nombreux.  Enfin  les  cellules  tannifères 
assez  rares,  ont  un  vacuome  i-éfi-ingent  bien  visible. 

Dans  l'assise  sous  épidermique,  les  cellules  sont  un  peu 
plus  grarïdes;  elles  ont  les  mêmes  caractères,  mais  les  plastes 
sont  légèrement  colorés  en  vert  au  lieu  d'être  incolores  comme 
dans  l'épiderme  ;  en  outre  les  vacuoles  sont  visibles  comme  des 
espaces  clairs  assez  volumineux  à  chaque  extrémité  de  !a  cel- 
lule. 

Les    mêmes    caractères    s'observent  dans   les     cellules    du 
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sommet  du  point  végétatif  lui-même,  mais   la  forme  des  élé- 
ments est  assez  régulièrement  polygonale. 

11  est  possible  de  réaliser  de  bonnes  colorations  vitales  soit 
du  point  végétatif,  soit  dune  jeune  feuille.  Cependant  le 
rouge  neutre  employé,  pénètre  moins  facilement  que  chez 
VAbies  et  le  système  vacuolaire  a  beaucoup  plus  tendance 
à  se  précipiter  aussitôt  après  la  coloration,  en  petits  granules 
fortement  colorés  qui  se  montrent  animés  de  mouvements 
browniens  à  l'intéi'ieur  des  vacuoles;  aussi  les  réseaux  vacuo- 
laires  qui  existent,  sont-ils  assez  instables. 

Le  rouge  neutre  met  en  évidence  un  vacuomc  formé  par  de 
petites  vacuoles  arrondies  ou  des  réseaux  variés.  La  teinte 
prise  est  orangée,  indiquant  une  réaction  un  peu  alcaline  du 
suc  vacuolaire.  Lorsque  la  substance  vacuolaire  est  peu  abon- 
dante, il  peut  se  présenter  des  réseaux  très  fins  dans  les  cel- 
lules {fig.  S,  pi  II)  ;  nous  représentons  plusieurs  de  ces  réseaux 
tels  qu'ils  se  montrent  au  début  d'une  coloration  vitale  et  dans 
une  préparation  réussie  :  nous  avons  dit  en  effet  plus  haut  qu'ils 
ne  se  montraient  pas  très  stables  et  se  transformaient  au  bout 
de  quelque  temps  en  graimles  et  en  globules  variées  {fig.  6  et 
l.pl.II). 

Les  très  jeunes  feuilles  des  bourgeons  du  mois  d'avril  ont 
fait  l'objet  d'observa4it)ns  spéciales,  en  vue  d'y  leconnaître  le 
mode  de  formation  des  tannins. 

Les  plus  jeunes  feuilles  examinées  ont  environ  1/2  milli- 
mètre de  longueu]'.  La  pointe  de  la  feuille  est  occupée  par  des 
cellules  à  sécrétion  donnant  les  réactions  des  tannins.  L'appa- 
reil vacuolaire  qui  renferme  les  composés  phénoliques  est 
réfringent  et  tous  les  détails  de  sa  forme  sont  visibles  dans  la 
cellule  vivante  :  les  aspects  qu'il  présente  sont  aussi  variés 
que  les  cellules  elle-mèmes,  mais  peuvent  se  ramener  au  type 
que  nous  avons  déjà  rencontré  chez  les  autres  Conifères,  c'est- 
à-dire  à  deux  masses  vacuolaircs  situées  aux  deux  extrémités 
des  cellules  et  reliées  entre  elles  par  des  trabécules  très  fins  : 
ceux-ci  sont  irréguliers  et  ils  serpentent  dans  l'intervalle  cyto- 
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plasmiqiie  assez  étroit,  existant  entre  la  membrane  et  le  noyau, 
dans  la  zone  nioyennc  de  la  cellnle.  Ces  Irdbécules  (lessiiiciil 
parfois  (le  véritables  arabesques  très  déliées  qui  sont  évidem- 
ment foiméos  par  une  substance  assez  visqueuse  (Ji/j.  12,  />/.  \/). 

Dans  toute  la  deuxième  moitié  de  la  feuille,  on  trouve  beau- 
coup de  cellules  embryonnaires  sans  aucune  sécrétion  visible 
{fi(j.  12,  pi.  XI.  les  deux  cellules  inférieures). 

Colorations  vitales.  —  On  peut  réussir  la  coloration  vitale  au 
rouge  neutre  des  cellules  épidci  miques,  mais  comme  les  mem- 
branes se  laissent  difficilement  pénétrer,  elle  est  assez  difficile 
à  obtenir. 

Le  vacuome  des  cellules  à  sécrétion  tannique  a  pris  une 
coloration  rose  et  dans  les  cellules  embryonnaires  urie  teinte 
orangée. 

Le  bleu  de  crésyl  et  le  bleu  de  Nil  ont  permis  d'obtenir 
également  des  colorations  vitales,  mais  le  bleu  de  toluidine 
s'est  montré  inefficace. 

L'acide  osmique  pénètre  rapidement  dans  l'épiderme  et  il 
fixe  et  colore  en  noir  le  système  vacuolaire  sécréteur.  Grâce  à 
la  rapidité  de  la  traversée  des  parois  cellulaires,  il  se  produit 
le  minimum  d'altération  des  formes  délicates  du  vacuome  et 
l'on  retrouve  les  trabécules  les  plus  fins  fixés  et  colorés  [fig.  10 
et  iZ  pi.  XI).  On  constate  facilement  ce  fait  que  la  proportion 
de  tannin  est  à  peu  près  semblable  dans  toutes  les  parties  du 
vacuome  et  nous  n'avons  pas  trouvé  d'indices  montrant  un 
lieu  d'élection  particulier  pour  le  tannin.  Cette  conclusion 
s'explique  d'ailleurs,  puisque  toutes  les  parties  du  vacuome 
sont  ordinairement  en  communication  directe  entre  elles. 

CEDIWS  Litxmi  (fig.  9.  pt.  Il  eifuj.   i  à    11,  pi.  X  . 

Dans  les  jeunes  feuilles  de  Cèdre  il  se  produit  beaucoup  de 
tannin  au  printemps.  Observons  par  exemple  l'épiderme  des 
feuilles  du  mois  d'avril  qui  sont  en  voie  de  croissance  et  n'ont 
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encore  que  i  mm.  à  i  mm.  1/2  ck'  longueui'.  Ln  simple 
examen  vital  montre  que  les  cellules  jeunes  sont  à  la  base  et 
que  les  cellules  années  à  ijjrandes  vacuoles  occupeni  le 
sommet  de  la  feuille.  Le  mode  de  développement  de  la  feuille 
est  donc  le  même  que  dans  l'?s  cas  précédemment  étudiés^  ce 
qui  permet  de  snivi-e  de  la  même  façon  l'évolution  du  vacuome, 
puisqu'il  suffit  d'examinei-  les  cellules  (répiderme  de  la  base 
au  sommet  de  la  feuille.  Mallieureuscmcnt,  il  y  a  déjà  du 
tannin  dans  toute  l'élenclnc  de  l'épiderme  et  l'on  ne  trouve  pas 
de  cellules  embryonnaiicsdépourvuesde  sécrétion  Leséléments 
les  plus  jeunes  ont  un  vacuonie  en  réseau  qui  est  à  peine  réfrin- 
gent; il  donne  les  léaclions  des  tannins  et  l'acide  osmi([ue  le 
colore  en  noir  et  conserve  bien  sa  forme.  Les  réseaux  parfois 
très  fins  et  très  délicats,  à  la  base  de  la  feuille,  sont  de  plus  en 
plus  épais  et  riches  en  tannin  vers  le  sommet  et  se  trans- 
forment finalement  en  grosses  vacuoles  tannifères,  suivant  le 
procédé  ordinaire  (//(/    G  et  7.  pi.  X). 

De  même  que  dans  le  L'irir,  l'assise  sous-épidermique  est 
entièrement  sécrétrice  el  tannifère  et  l'évolution  du  vacuome 
y  est  en  avance  sur  celle  de  l'épiderme  En  effet,  il  y  a  déjà 
dans  le  sous-épiderme  un  vacuome  épais  renfermant  du  tannin 
en  abondance  Jig.  1 1 ,  pi.  A  .  dans  des  masses  vacuolaires  assez 
volumineuses,  alors  que  l'épiderme  de  la  même  feuille  con- 
tient des  réseaux  tannifères  dont  la  masse  est  parfois  très 
minime  ^Cas  identique  à  celui  du  Lari.c)  {fig.  10,  pi.  X\. 

Nous  venons  de  ^oir  que  l'examen  des  jeunes  feuilles  du 
mois  d'avril  ne  permet  pas  d'élucider  le  mode  de  formation 
du  tannin  puisque,,  à  cette  époque,  les  assises  épidermiques  et 
sous-épidermiques  sont  déjà  entièrement  tannifères  (i). 

Nous  avons  repris  la  question  sur  des  boui-geons  de  Cèdre 
recueillis  au  mois  de  septembre,  époque  à  laquelle  ils  sont 
clos  et  dans  un  état  de  vie  ralentie  qui  se  prolongera  durant 
tout  l'hiver  suivant. 

(i)  Il  aurait  fallu  probablement  remonter  jusqu'au  point  végétatif  lui  même  pour 
observer  le  début  delà  sécrétion  de  tannin 
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On  sait  quil  existe  chez  les  Cèdres,  de  inèirie  (pie  chez  les 
Mélèzes,  deux  sortes  de  Ijonigeoiis  :  les  uns  silui's  à  l'cxti-é- 
luitè  des  ]^ousses  longues  produiscn!  (ics  ;i\(s  alloiigi's  |)(irl;inl 
des  feuilles  isolées  altecnes,  les  aiilics  si!iii''s  à  l'aisselle  des 
feuilles  juvcédentes  produiseiitdesaxcs  conits  pousses  couiles) 
portant  des  feuilles  inst''rces  suivant  une  s[)ire  très  surhaissée, 
ce  qui  les  fait  pai'aître  vcrtiei liées. 

Nous  avons  recherché  le  mode  de  naissance  du  tannin  exclu- 
sivement sur  les  hourgeons  des  pousses  longues. 

Ces  bourgeons,  lorsqu'on  les  «lissèque  au  mois  de  septembre, 
montrent  déjà  un  certain  nombr'ede  petites  feuilles  bien  déve- 
loppées, disposées  en  spirale  sur  la  base  d'un  axe  conique.  Le 
sommet  de  l'axe  est  libre  et  forme  un  cône  recouvert  et  pro- 
tégé par  les  feuilles  les  plus  longues  [fig.  10,  pL,  Aj. 

Ce  point  de  végétation,  accompagné  des  premières  feuilles 
qai  l'entourent,  est  placé  dans  Tacide  osmique  à  i  0/0. 

On  constate  au  bout  d'un  quart  d'heure,  que  l'axe  du  cône 
végétatif  tout  entier  a  pris  une  teinte  noire,  causée  par  une 
abondante  réduction  au  contact  des  tannins.  L'épideime,  ainsi 
qu'un  cei'tain  nombre  d'assises  sous  épidermiques^  ne  noircit 
pas  et  prend  seulement  une  teinte  grise  due  à  la  faible  réduc- 
tion habituelle  dans  les  éléments  vivants  /Zr/.  2,  pi  X). 

La  zone  des  cellules  initiales  qui  occupe  le  sommet  du  cône 
se  montre  également  dépourvue  de  tannin  'fig.   ï,.pl.  X). 

Les  premiers  mamelons  foliaires  qui  se  formeirt  à  la  base  du 
cône,  sont  d'aboid  de  simples  intumescences  dont  toutes  les 
cellules  sont  embryonnaires;  mais  des  le  second  cycle  de 
feuilles,  il  y  a  un  développement  abondant  de  tannin  dans 
l'épiderme  et  dans  le  sous-épiderme. 

En  même  temps,  une  lamification  du  cylindre  central  de 
l'axe  se  i-enddans  la  feuille,  pour  en  constituer  le  faisceau 
conducteur  et  cette  branche  apparaît  noircie  par  suite  des 
nombreuses  cellules  à  tannin  qui  l'accompagnent  (//r/.  i,  pi.  X). 
Maintenant  que  nous  connaissons  dans  ses  grandes  lignes  le 
mode  d'apparition  du  tannin  dans  le  point  de  végétation,  nous 
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allons  voir  de  plus  près,  comment  il  prend  naissance  dans  les 
cellules  épidermiques  et  sous-rpidermiques. 

Le  sommet  du  cône  végétatif,  de  même  que  les  premiers 
mamelons  foliaires,  sont  occupés  comme  nous  l'avons  dit  par 
des  cellules  embryonnaires.  Ce  sont  de  larges  éléments  polygo- 
naux, hyalins,  qui  renferment  un  gros  noyau  central  {fig.  8 
pi  \). 

Le  cytoplasme  est  très  granuleux  et  renferme  une  grande 
quantité  de  microsomes  arrondis  et  réfringents  et  de  petits 
bâtoimets  assez  courts  qui  représentent  des  plastes.  Il  existe 
également  de  petits  corpuscules  arrondis  ou  un  pen  allongés 
colorés  en  jaune  citron  et  qui  sont  piobablement  des  plastes 
teints  par  de  la  xantbophylle,  des  xanthoplastes. 

Le  vacuome  est  invisible  dans  la  cellule  vivante,  à  cause  de  sa 
réfringence  semblable  à  celle  du  cytoplasme.  On  en  obtient  la 
coloration  vitale  au  moyen  de  rouge  neutre,  en  prenant  la 
précaution  d'immerger  le  point  végétatif  tout  entier  dans  une 
solution  du  colorant.  Dans  ces  conditions,  au  bout  d'une 
heure  ou  deux,  le  rouge  neutre  a  pénétré  dans  un  ceitain 
nombre  de  cellules  et  s'est  fixé  sur  les  éléments  vacuolaires 
(flg.  9,  pi.   II). 

La  figure  9,  montre  deux  cellules  du  sommet  dans  le  point 
végétatif,  colorées  au  rouge  neutre. 

On  voit  que  le  vacuome  est  formé  de  petites  vacuoles  rondes, 
dont  le  suc  vacuolaire  est  légèrement  alcalin,  car  il  donne  une 
teinte  orangée  au  colorant  vital. 

La  substance  vacuolaire  est  probablement  dans  un  état  assez 
fluide,  car  on  observe  rarement  des  dispositions  en  réseau  si 
fréquentes  au  contraire  chez  Abies  et  P'wea. 

L'action  de  l'acide  osmique  ne  révèle  aucune  trace  de  tannin 
dans  ces  cellules  :  seuls  les  microsomes  noircissent  légèrement 
par  suite  de  leur  nature  un  peu  oléagineuse. 

Dans  les  premières  ébauches  foliaires,  on  n'observe  pas  de 
modification  à  l'état  précédent,  mais  dans  les  premiers  mame- 
lons   individualisés,  on  remarque  le  début  de  l'appaiition  du 
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laiiiiin.  La  sécrétion  se  monliv  d'abord  au  sommet  des  jeunes 
feuilles  (ainsi  dans  les  fignres  'i  el  5,  PI.  [,  la  zone  (annifère  est 
indiquée  par  un  grisé).  Les  cellules  du  sommet  ont  un  vacnonie 
en  réseau  assez  épais,  qui  renferme  du  tannin  en  abondance  et 
se  colore  en  noir  par  l'acide  osmique  {fig.  7.  PI.  I). 

Plus  bas,  on  trouve  des  étapes  diverses  de  la  prodnciion  de 
la  sécrétion  ;  ainsi  la  figure  7  montre  trois  cellules  dont  la 
supérieure  a  déjà  un  vacuome  tannifère  en  réseau,  tandis  cpie 
l'inférieure  ne  montre  qu'un  petit  nombre  de  grains  noirs 
précipités  (1).  Enfin,  plus  près  encore  de  la  laase  de  la  feuille,  il 
y  a  des  cellules  embryonnaires  absolument  dépourvues  de 
tannin. 

La  figure  9  montre  un  des  aspects  présenté  par  l'appareil 
vacuolaire  sous  l'action  de  l'acide  osmique,  à  l'époque  où  il 
commence  à  devenir  tannifère. 

On  voit  que  l'acide  osmique  fixe  en  général  très  bien  les 
réseaux  délicats,  mais  cependant,  lorsque  ceux-ci  sont  très 
fins  et  renferment  encore  peu  de  tannin,  au  lieu  d'un 
réseau  bomogène,  on  observe  un  réseau  de  petits  granules 
dus  à  la  précipitation  sur  place  de  la  sécrétion  {fuj.  9V 
Les  cellules  embryonnaires  ne  montrent  pas  trace  de 
vacuome  et  l'on  y  remarque  seulement  de  petits  micro- 
somes  oléagineux  ;  (ceux-ci  ne  peuvent  pas  être  confondus  avec 
des  grains  de  tannin,  car  ils  sont  toujours  de  même  taille, 
ronds  et  il  brunissent  par  l'acide  osmique  au  lieu  de  devenir 
franchement  noirs). 

Les  colorations  vitales  se  font  aisément  dans  ces  jeunes 
feuilles  :  suivant  la  règle  ordinaire,  le  vacuome  dès  qu'il  est 
tannifère,  se  colore  en  rose  par  le  rouge  neutre.  On  colore 
ainsi  des  réseaux  à  tannin  qui  correspondent  à  ceux:  que  nous 
avons  décrit  précédemment  dans  les  feuilles  du  mois  d'avril, 
mais  alors  que  l'acide  osmique  fixait  en  général  ces  éléments 

(i)  Il  ne  faudrait  pas  déduire  de  cette  observation  que  le  tannin  apparaît  sous 
forme  de  grains,  car  ces  petits  granule;  correspondent  à  des  précipitalions  ;i  l'inté- 
rieur d'un  appareil  vacuolaire  dont  la  forme  peut  cire  très  varice. 
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délicats  dans  de  bonnes  conditions,  la  pénétration  du  colorant 
occasionne  rapidement  l'altération  des  trabécules,  et  la  préci- 
pitation de  petits  grains  ronges  dans  les  petites  vacuoles 
formées,  où  ils  se  montrent  animés  de  mouvements. 

Dans  les  premiers  mamelons  foliaires,  le  rouge  neutre 
colore  des  réseaux  orangés  dans  les  cellules  embryonnaires, 
mais  ceux-ci  se  montrent  également  très  instables  et  se 
résolvent  rapidement  en  granules. 

Cette  instabilité  du  vacuome  du  Cedrus  est  un  caractère  spé- 
cifique, dû  à  ce  que  le  système  vacuolaire,  même  dans  les 
cellules  les  plus  jeunes,  est  très  aqueux  et  par  conséquent  très 
fluide. 

Il  n'offre  par  les  mêmes  paiticularités,  comme  nous  l'avons 
vu,  dans  VAbles  ni  même  à  un  pareil  degré  cliez  le  Picea. 

GINGKO  bilobfi  ijhj.  12  et  i3,  pL  11). 

Les  jeunes  feuilles  du  bourgeon  en  septembre,  nont  que 
quelques  millimètres  de  hauteur  et  sont  enroulées  sur  elles- 
mêmes.  Leur  épidémie  est  formé  de  cellules  polygonales 
aussi  longues  que  larges  dont  le  contenu  païaît  très  épais 
{fig.  12,  pi.  II). 

■  Sans  aucun  artifice  de  préparation,  on  voit  très  bien  le 
contour  du  noyau  qui  est  parfaitement  sphérique  ;  les  plastes 
sont  noinbreux  (20  à  5o  par  cellule),  réfringents  ;  leur  forme 
est  celle  de  petits  bâtonnets  ou  de  fuseaux.  Ce  sont  déjà  des  amy- 
loplastes,  car  l'eau  iodée  les  colore  très  fortement  en  bleu  noir. 
Les  microsomes  sont  extrêmement  petits  et  difficiles  à  voir  ;  ils 
sont  mobiles,  mais  se  déplacent  lentement.  Leur  nombre  est 
moindre  que  celui  des  plastes  et  il  ne  ni'a  pas  semblé  qu'il  y 
en  eût  plus  de  10  ou  20  par  cellule.  Le  vacuome  est  à  peu  près 
complètement  indistinct. 

Les  colorations  vitales  de  fragments  d'épiderme  réussissent 
bien,  soit  avec  le  rouge  neutre,  soit  avec  le  bleu  de  crésyl  et 
la    coloration     se    fait    avec    métachromasie.    La    forme    du 
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vacuoine  est  celle  de  sphérules,  de  filaments  et  même  parfois 
de  réseaux  ,dont  la  consistance  est  certainement  demi-fluide 
fij.  12  el  i3,  pi.  II). 

L'essai  à  l'acide  osniiqne  montre  qu'il  n'y  a  pas  de  lamiiii  : 
le  cytoplasme  et  le  noyau  prennent  une  teinte  brune  ;  les 
vacuoles  sont  invisibles  ou  bien  se  montrent  comme  des 
espaces  clairs  :  elles  léduisent  donc  moins  l'acide  osmique  que 
le  reste  de  la  cellule  (i).  Les  plastes  demeurent  peu  modifiés, 
mais  les  microsomes  sont  colorés  et  se  distinguent  comme  de 
petits  points  noirs. 

Pendant  l'hiver,  le  vacuome  des  jeunes  feuilles  présente  à 
peu  près  les  mêmes  caractères  :  il  est  métachromatique  et 
dépourvu  de  tannin.  Le  système  affecte  souvent  dès  cette 
époque,  l'aspect  de  vacuoles  assez  importantes  en  dimension, 
mais  de  consistance  certainement  demi-fluide. 

La  pénétration  du  colorant  vital,  surtout  du  rouge  neutre, 
est  très  rapide  et  donne  lieu  à  une  coloration  intense,  orangée 
ou  brique.  Les  formes  en  réseaux  modifiables  sont  fréquentes. 
On  distingue  en  outre  aisément  les  microsomes  et  les  plastes 
et  ces  derniers  ne  montrent  jamais  de  formes  filamen- 
teuses. 

TORREYA  micifera    fig.  lo  et  ii,  pi  II). 

Les  Torreyers  sont  des  arbres  appartenant  à  la  famille  des 
Taxinées  :  ils  ont  de  grandes  affinités  avec  les  Ifs.  iNous  avons 
recherché  quel  était  le  mode  de  naissance  des  vacuoles,  chez 
un  Torreya  rmcijera  planté  dans  l'école  de  botanique  du 
Muséum  de  Paris. 

Contrairement  à  ce  qui  a  lieu  chez  les  arbres  précédents  sauf 
le  GuKjJio.  ilne  se  forme  pas  de  tannin  dans  l'épiderme  des  feuilles. 
On  s'en  assure  facilement  au  moyen  de  l'acide  osmique,  réactif 

(iMl  y  a  pourtant  dans  la  jeune  feuille  de  Gingko  des  éléments  qui  réduisent 
fortement  lacide  osmique  ;  ce  sont  des  poches  sécrétices  et  de  plus,  un  certain 
nombre  de  cellules  situées  sous  l'épiderme  et  alignées  le  long  des  ner\ures,  ont  un 
vacuome  en  réseau  assez  allongé  qui  noircit  fortement  par  1  action  de  l'acide 
osmique. 
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qui  permet  de  déceler  de  très  minimes  traces  de   tannin,   sur 
une  coupe  transversale  d'une  feuille  adulte  fraîche  (i\ 

On  constate  après  action  de  ce  réactif^  que  seules  c[uelques 
cellules  de  parenchyme  chlorophyllien  se  teignent  en  noir 
foncé  :  l'épiderme  reste  incolore. 

Examinons  maintenant  un  très  jeune  bourgeon  cueilli  en 
automne.  Au  mois  de  septembre,  le  bourgeon  est  encore  très 
petit  et  ne  comprend  qu'un  nombre  assez  faible  de  petites 
feuilles,  situées  à  la  base  d'un  cône  végétatif  ([ui  les  dépasse 
longuement  ifuj.  i8,  pi.  IX). 

Un  mois  plus  tard,  l'aspect  est  légèrement  difl'érent,  les  jeunes 
feuilles  se  sont  accrues  et  elles  recouvrent  presque  complète- 
ment le  sommet  du  point  végétatif  ;  ce  sera  la  disposition 
hivernale.  Quoiqu'il  en  soit,  le  développement  des  vacuoles  est 
identique  dans  les  deux  cas. 

Les  cellules  qui  occupent  la  zone  apicale  du  cône  végétatif 
sont  polygonales  et  lorsqu'on  les  observe  vivantes,  il  est 
difficile  du  premier  abord  de  reconnaître  leur  structure,  car 
leur  cytoplasme  est  très  dense.  Le  noyau  occupe  une  grande 
partie  de  la  cellule,  mais  son  contour  n'est  pas  très  net  et  l'on 
reconnaît  seulement  sa  présence  grâce  à  sa  réfringence  spéciale- 
Un  grand  nombre  de  petits  microsomes,  tous  arrondis  et 
brillants  se  distinguent  assez  aisément.  Dans  certaines  cellules, 
il  est  impossible  de  mettre  en  évidence  des  plastes  et  l'on  n'y 
voit  que  des  microsomes;  dans  d'autres,  qui  sont  situées  au 
voisinage,  il  est  au  contraiie  très  aisé  de  reconnaître  un  cer- 
tain nombre  de  plastes  réfringents,  en  forme  de  petits  bâton- 
nets, qui  se  trouvent  ordinairement  sur  le  pourtour  du  noyau 
et  comme  à  son  contact. 

Le  vacuome  est  totalement  invisible  dans  ces  cellules 
vivantes  et  le  cytoplasme  se  montre  homogène  et  d'apparence 
compacte. 

Après  coloration   vitale   au  rouge   neutre,    il  apparaît  dans 

(i)  Cueillie  en  septembre. 
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cliaquc  cellule  des  filaments,  des  granules  et  plus  souvent 
encore  un  réseau  vacuolaire  ([ui  fixe  avec  intensité  et  d'une 
manière  élective  le  coloi-ant  vital.  La  teinte  prise  est  rouge 
Oi"angé,  indiquant  une  réaction  légèrement  basique.  Les  fila- 
ments et  les  réseaux  sont  d'une  délicatesse  extrême,  très  fins, 
modifiables  lentement. 

Ils  ne  sont  pas  pourtant  instables,  car  on  peut  les  observer 
plusieurs  heures  sans  (jue  la  cellule  manifeste  d'altération 
{fig.  10,  PL  II). 

Dans  les  jeunes  feuilles  qui  se  trouvent  à  la  base  du  point 
végétatif,  l'épiderme  est  formé  de  cellules  allongées,  environ 
deux  fois  aussi  longues  que  larges.  Comme  dans  le  sommet  du 
cône  terminal,  il  y  a  des  cellules  dont  les  plastes  sont  invi- 
sibles et  d'autres  où  on  les  distingue  fort  bien  :  dans  tous  les 
cas,  il  y  a  des  microsomes,  petits,  arrondis  et  brillants. 

Le  vacuome,  indiscernable  sur  le  tissu  vivant,  se  colore 
vitalement  au  moven  du  rouge  neutre  et  sa  disposition  est 
identique  à  celle  qu'il  présente  dans  le  cône  végétatiL  La 
substance  vacuolaire  est  encore  très  peu  abondante  et  forme 
des  trabécules  très  fins. 

Les  cellules  épidermiques  sont  très  peu  épaisses  et  il  arrive 
fréquemment,  surtout  si  le  bain  colorant  est  assez  concentré 
que  le  tissu  est  tué  rapidement  et  dans  ce  cas  le  rouge  neutre 
se  fixe  sur  le  système  vacuolaire  de  l'assise  sous-épidermique. 
Celui  ci  montre  une  disposition  réticulée  qui  présente  beau- 
coup d'analogie  avec  celle  du  vacuome  épidermique,  mais  la 
substance  dont  il  est  formé  est  beaucoup  plus  abondante.  . 

Tout  porte  à  croire  que  ce  vacuome  a  une  consistance 
épaisse.  La  coloration  prise  est  le  rouge  orangé  comme  précé- 
demment (Jig.  11,  PL  II). 


RÉSUMÉ  ET  CONCLUSIONS  DES  CHAPITRES  l  ET  IL 


En  résumé,  dans  l'étude  que  nous  avons  faite  des  vacuoles 
d'un  certain  nombre  de  Conifères,  nous  avons  vu  que  deux 
questions  se  trouvaient  intimement  associées.  D'une  part 
l'évolution  du  système  vacuolairc  dans  sa  constitution,  sa 
forme,  d'autre  part  l'élaboration  des  tannins.  Ce  sont  deux 
aspects  du  même  problème,  car  les  tannins  ne  se  trouvent 
jamais  en  dehors  du  vacuome,  où  ils  apparaissent  progressi- 
vement au  cours  du  développement. 

En  observant  ces  très  jeunes  feuilles,  nous  avons  trouvé  et 
décrit  de  très  nombreux  et  très  beaux  exemples  de  ces  Jormes 
vacuolaires  spéciales  découvertes  par  M.  P.  A.  Dangeard  et  qui 
avaient  donné  lieu  à  des  confusions  dans  ces  dernières  années 
avec  les  mitochondries.  Ces  formes  étaient  inconnues  chez  les 
Gymnospermes. 

L'évolution  du  vacuome  se  produit  suivant  une  loi  qui  lui 
est  propre.  Les  formes  que  présentent  ce  système  paraissent 
dépendre  beaucoup  plus  de  la  teneur  en  eau  et  des  mou- 
vements cytoplasmiques,  que  de  la  présence  à  son  intérieur 
d'une  substance  particulière,  telle  que  le  tannin.  En  effet,  les 
mêmes  formes,  en  réseaux,  en  filaments,  se  rencontrent  que  le 
vacuome  soit  sécréteur  ou  non.  Ces  formes  sont  très  modi- 
fiables et  varient  d'un  instant  à  l'autre.  Elles  échappent  donc  à 
une  description  très  précise  :  leur  connaissance  n'en  a  pas  moins 
un  grand  intérêt,  parce  qu'elle  nous  renseigne  sur  la  nature 
du  mouvement  cytoplasmique. 

En   ce   qui    concerne  les  tannins,    ce  travail  démontre  son 
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origine  vacuolairc   et    réfute  ainsi  les    idées    émises   dans  ces 
dernières  années  sur  l'origine  mitochondriale  de  ees  corps. 

La  plui)art  des  Conifères  étudiées,  {Taxiis,  Larix,  Cedrus, 
Abies,  Picea),  élaborent  du  tannin  dans  leurs  feuilles  de  très 
bonne  beure  et  à  un  stade  très  précoce  des  bourgeons.  Ce 
tannin  peut  se  former  dans  certaines  cellules  de  parencbyme 
foliaire,  ou  dans  des  cellules  très  allongées  (tubes  sécréteurs), 
sous-épidermiques  ou  péridesmiques.  Il  peut  être  très  déve- 
loppé dans  l'assise  sousépidermique  (Larix,  Cedrus).  il  est 
surtout  abondant  dans  les  épidermes  eux-mêmes^  dont  toutes 
les  cellules  deviennent  tannifères  en  général  [Taxas,  Larix, 
Abies,  Picea,  Cedrus). 

Le  mode  de  formation  des  tannins  a  sui-tout  été  observé 
dans  les  épidermes,  autant  en  raison  de  la  facilité  de  l'obser- 
vation, que  de  la  propriété  que  possède  ce  tissu,  de  devenir 
entièrement  tannifère  dans  les  feuilles  adultes.  Un  autre 
avantage  résulte  de  la  dérivation  commune  de  toutes  les  cel- 
lules, les  unes  à  partir  des  autres  par  divisions  successives, 
aux  dépens  d'une  zone  de  croissance  placée  à  la  base  de  la 
feuille.  Mais  les  conclusions  obtenues  au  sujet  de  la  formation 
des  taimins  dans  ce  tissu,  paraissent  assez  bien  établies, 
pour  que  l'on  puisse  en  faire  l'application  aux  autres  éléments 
à  tannin  des  feuilles.  D'ailleurs,  l'assise  sous-épidermique 
peut  être  observée  vitalement  dans  les  mêmes  conditions  que 
l'épiderme  et  la  formation  des  tannins  y  présente  les  mêmes 
caractères  [Larix). 

Pour  observer  dans  les  épidermes  des  cellules  n'ayant  pas 
encore  sécrété  de  tannin,  il  faut  examiner  de  petites  feuilles 
ayant  (pielques  millimètres  seulement  de  longueur  et  même 
quelquefois  n'atteignant  qu'une  fraction  de  millimètre  de 
longueur  i^Cedrus). 

Le  sommet  du  point  végétatif  lui-même  lorsqu'on  peut  l'ob- 
server [Taxas,  Abies,  Cedrus,  Picea),  {Larix,  pousses  longues), 
se  montre  complètement  dépourvu  de  tannin.  Il  est  occupé 
par  des  cellules  à  caractères  méristématiques  (cellules  embryon- 
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naires).  Ces  éléments  se  relrouvciit  à  la  base   des  feuilles  les 
plus  jeunes. 

Les  composés  tanniques  sont  toujours  localisés  clans  le 
vacuome  ;  pour  indiquer  leui'  mode  de  formation,  l'on  doit 
dubord  connaître  les  caractères  du  vacuome  des  cellules 
embryonnaires.  Celui-ci,  très  peu  réfringent,  est  invisible  ou 
peu  visible  dans  la  cellule  ^  ivante. 

Il  est  métachromatique  en  coloration  vitale  et  se  colore  en 
jaune  orangé  ou  en  rouge  brique  avec  le  rouge  neutre,  ce  qui 
indique  une  réaction  légèrement  al'caline.  Sa  forme  est  très 
variable,  (fdamejits,  réseaux,  petites  vacuoles  arrondies'. 

Ces  éléments  embryonnaires  se  transforment  très  rapidement 
en  éléments  tannifères  ;  cette  évolution  est  prog-ressive  et  elle 
consiste  en  une  imprégnation  du  vacuome  par  le  tannin  où  à 
une  modification  dune  substance  préexistante  dans  le 
vacuome. 

Le  système  vacuolaire,  plus  tard^  dans  les  feuilles  âgées,  se 
dilate  toujours  en  réseaux  épais  et  finalement  en  grosses 
vacuoles  réfringentes  remplies  dun  tannin  abondant.  Dès 
qu'il  existe  du  tannin  dans  le  vacuome,  la  coloration  vitale 
se  fait  sans  métachromasie  et  il  est  très  probable  que  le  suc 
vacuolaire  est  devenu  acide  (i). 

Dans  toutes  les  cellules  que  nous  avons  eu  l'occasion  d'exa- 
miner, il  a  généralement  été  possible  de  mettre  en  évidence, 
par  la  simple  observation  vitale,  trois  systèmes  d'éléments  :  des 
plastes,  des  microsomes,  et  un  appareil  vacuolaire.  Les  plastes 
ont  été  observés  à  plusieurs  reprises  dans  les  cellules  initiales, 
où  ils  ne  présentent  pas  de  formes  spéciales,  mais  sont  le  plus 
souvent  granuleux  ou  en  bâtonnets.  Aucun  état  onduleux, 
comparable  à  celui  des  «  chondriocontes  ))  n'a  été  constaté. 

Ces  plastes  s'imprègnent  de  très  bonne  heure  d'amidon  qui 
est  généralement  abondant  dès  les  premières  ébauches 
foliaires. 

(i)  Le  caractère    réfringent  du    vacuome    sécréteur  ainsi    que  sa  réaction   acide 
paraissent  dus  aux  composés  tanniques. 


CHAPITRE  III 

l'onipara.ison   de  l'étude  vitale   avec   les   résultats  que 
donne  la  fixation  (méthode  de  Reg^aud). 


Il  élait  inléressiuit  de  savoir  quels  résultais  donneraient  les 
méthodes  de  fixation  dans  les  bourgeons  étudiés  «  in  vivo  » 
au  chapitre  précédent. 

La  méthode  suivante  de  Regaad  nous  a  donné  de  bons  résul- 
tats pour  cette  recherche  :  On  place  les  objets  destinés  à  être 
fixés  dans  un  mélange  de  formol  et  de  bichromate  (formol  à 
[xo  o/o,  une  partie  ;  bichromate  de  K  à  3  o/o,  trois  parties) 
pendant  quatre  jours,  en  ayant  soin  de  renouveler  le  mélange 
lorsqu'il  se  trouble. 

Ces  pièces  fixées  séjournent  ensuite  huit  jours  dans  le 
bichromate  seul  {postchromisalion) ,  puis  sont  lavées  à  l'eau 
courante  pendant  vingt  quatre  heures.  Après  inclusion  à  la 
paraffine,  elles  sont  coupées  au  microtome  en  coupes  minces 
de  5  [J-,  puis  colorées  à  l'hématoxyline  ferrique  suivant 
Heidenhain. 

Cette  méthode  donne  une  fixation  excellente  du  cytoplasme 
des  jeunes  bourgeons  de  Conifères.  Nous  l'avons  appliquée 
d'abord  aux  jeunes  points  de  végétation  du  Cedrus  Libani, 
cueillis  au  mois  de  septembre  à  l'extrémité  des  pousses  feuillées, 
puis  à  ceux  d'Abies  Nordmnnniana. 

CEDRUS  LIBANI. 

Plastidome.  —  Après  coloration,  nous  avons  constaté  que  les 
feuilles   les  plus  jeunes  et   le  sommet  du  cône  végétatif  lui- 
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même  sont  formés  de  cellules  à  cytoplasme  très  épais.  Les 
plastes  se  montrent  comme  de  petites  granules  ou  de  petits 
bâtonnets,  mais  ne  présentent  jamais  l'allure  de  filaments 
flexueux  ;  en  un  mot  ils  n'ont  pas  l'apparence  «  chondrioconte  ». 
Ceci  vérifie  absolument  les  données  vitales  qui  ne  nous  avaient 
pas  révélé  de  plastes  filamenteux. 

Sphéronie.  —  Ce  système  n'est  pas  toujours  difîérencié  d'une 
façon  parfaite  par  la  métliode  de  Regaud.  C'est  le  cas  pour  le 
Cèdre  du  Liban  où  les  microsomes  ne  sont  pas  nettement  fixés 
et  colorés.  Comme  nous  n'avons  pas  l'intention  de  faire  une 
étude  spéciale  de  ces  éléments,  nous  nous  contentons  de  signa- 
ler ce  fait. 

Vacuome.  —  11  est  formé  par  l'ensemble  de  l'appareil  vacuo- 
laire  dont  nous  connaissons  déjà  si  bien  l'évolution  grâce 
aux  observations  vitales.  Après  fixation,  ce  système  se  trouve 
représenté  en  général  sur  les  coupes,  par  des  lacunes  non 
colorées  ;  mais  il  n'en  est  pas  toujours  ainsi  et  parfois  les 
réseaux  vacuolaires  se  retrouvent  intacts  sur  les  préparations 
et  très  bien  colorés. 

Comme  ces  différences  de  comportement  tiennent  à  la 
nature  des  substances  vacuolaires,  nous  allons  décrire  succes- 
sivement le  vacuome  des  cellules  embryonnaires,  puis  celui 
des  cellules  tannifères. 

A.  Cellules  embryonnaires.  —  Les  cellules  les  plus  jeunes  qui 
occupent  le  sommet  du  point  végétatif,  les  cellules  épider- 
miques  et  les  cellules  de  parenchyme  qui  ne  sont  pas  séeré- 
trices,  tous  ces  éléments  renferment  un  vacuome  non  coloré 
qui  se  détache  sous  forme  d'espaces  clairs  au  milieu  du  cyto- 
plasme. 

Or,  nous  savons  par  l'observation  vitale  que  toutes  ces  cel- 
lules ont  un  système  vacuolaire  dont  le  suc  est  épais  et  de 
réaction  alcaline  et  que  la  disposition  de  leur  vacuome  est 
tantôt  celle  de  réseau  délié,  tantôt  celle  de  petites  vacuoles 
arrondies  et  indépendantes. 
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Tous  ces  aspects  peuvent  se  retrouver  sur  des  coupes  fixées 
et  colorées,  mais  les  réseaux  vaouolaii'es  étant  coupés,  ne  sont 
plus  représentés  en  général  que  pai"  des  trabécules  assez  courts 
et  il  serait  par  conséquerd  difricile.  par  cette  méthode,  d'avoir 
une  idée  exacte  de  la  confi;i»'a ration  du  vacuome.  La  méthode 
vitale  est  donc  supérieure  dans  cette  circonstance  à  la  méthode 
des  coupes. 

En  ce  qui  concerne  la  substance  vacuolaire  elle-même, 
nous  devons  reconnaître  quelle  est  dissoute  en  partie  par  la 
fixation,  puisqu'on  ne  la  letrouve  plus  sur  les  coupes  colorées. 
Elle  n'a  pas  disparu  cependant  en  totalité,  car,  dans  bien  des 
cellules,  on  peut  remarquera  lintéi-ieui- des  vacuoles  de  petites 
granulations  noires  arrondies.  S'il  s'agit  de  vacuoles  très 
petites  des  cellules  méristématirpies  les  plus  jeunes,  ou  encore 
de  canalicules  vacuolaires,  il  dcxienl  difficile  de  reconnaître 
si  les  granules  en  question  sont  bien  inter^acuolaires  et  non 
pas  intracytoplasmique.  Dans  les  cas  favorables,  on  se  rend 
compte  très  facilement  qu'un  corpuscule  coloré  se  trouve  à 
l'intérieur  d'un  espace  vacuolaire,  mais  dans  les  cellules  les 
plus  jeunes  et  si  l'espace  vacuolaire  est  très  petit,  la  distinction 
devient  très  ardue. 

Nous  attirons  l'attention  sur  le  fait  que  les  granulations 
chromophiles  du  vacuome  sont  nées  par  })récipitation  sous 
l'action  du  fixateiu-,  dans  ime  vacuole  primitivement  homo- 
gène Comme  ils  sont  assez  clairsemés,  il  arrive  souvent  qu'on 
ne  les  trouve  pas  sur  une  coupe  de  la  vacuole,  mais  il  ne  fau- 
drait pas  conclure  pour  cela  à  l'absence  de  toute  substance 
colorablc  dans  le  vacuome. 

Il  est  donc  possible  que  dans  tous  les  cas  où  les  vacuoles  ne 
montrent  aucune  coloration  et  oii  elles  apparaissent  comme  des 
espaces  clairs  absolument  vides,  il  y  ait  néanmoins  une  petite 
quantité  de  substance  chromatique  qui  n'a  pas  été  rencontrée 
par  la  coupe.  Nous  inclinons  à  penser  que  des  granules  de  pré- 
cipitation vacuolaire,  colorables  par  l'hématoxyline,  sont 
présents  dans  toutes  les  vacuoles  des  cellules  embryonnaires. 
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Ces  corpuscules  résultent  de  la  précipitation,  à  Tintéiieur  du 
vacuorne,  d'une  substance  primitivement  à  l'état  de  solution 
colloïdale  dans  le  suc  vacuolaire  et  celte  substance  est  très 
vraisemblablement  identique,  à  celle  qui  a  la  propriété  de 
fixer  les  colorants  vitaux  dans  la  cellule  vivante.  M.  P.  A. 
Dangeard  l'a  découverte  chez  les  Phanérogames  et  l'a  comparée 
à  la  métachromaline  des  Champignons  et  des  Algues.  Bien  que 
l'assimilation  précédente  ne  doive  pas  probablement  être 
poussée  jusqu'à  l'identité  complète,  il  n'en  est  pas  moins  cer- 
tain^ et  les  recherches  de  M.  P.  A.  Dangeard  l'on  montré, 
qu'il  y  a  dans  les  vacuoles  de  tous  les  végétaux,  Champi- 
gnons, Algues,  Cryptogames  vasculaires.  Phanérogames,  une 
substance  fondamentale  présentant  un  certain  nombre  de 
traits  communs  et  qui  donne  au  vacuome  ses  principales  pro- 
priétés. 

Nous  conserverons  donc  le  nom  de  métachromatine  pour  la 
substance  fondamentale  du  vacuome  et  nous  appellerons  cor- 
puscules métachromatiques  les  granulations  formées  de  cette 
substance. 

B.  Cellules  sécrctriees  iaiinifères.  —  Les  observations 
vitales  nous  ont  amené  à  cette  conclusion,  que  les  tannins  sont 
élaborés  à  l'intérieur  du  vacuome,  où  ils  apparaissent  peu  à 
peu  au  cours  de  l'évolution  que  subissent  les  cellules  embryon- 
naires. 

Par  la  méthode  vitale  nous  n'avions  constaté^  qu'une  seule 
phase  dans  l'élaboration  des  composés  lanniques  ;  sur  les 
coupes  fixées  ont  peut  distinguer  assez  nettement  deux  phases. 

Première  phase.  — Au  début  des  transformations,  le  vacuome 
devient  colorable  par  Thématoxyline  dans  sa  presque  totalité 
comme  s'il  y  avait  eu  formation  d'une  plus  grande  quantité 
de  métachromatine.  Suivant  l'état  du  vacuome,  à  ce  moment, 
on  peut  observer  alors  des  réseaux  vacuolaires  colorés  en 
totalité  par  l'hématoxyline  en  noir  foncé,  ayant  conservé  la 
fo:  me  exacte  de  ceux  que  nous  connaissons  maintenant  si  bien 
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grâce  à  l'étude  vitale,  (Fig-.  ii  et  i3.  PI.  XII).  Ou  bien,  il  y  a 
dans  le  cytoplasme,  des  spliéiules  de  tailles  diverses  qui  fixent 
très  foiienncnt  le  colorant  ;  conrimc  ces  globules  sont  légère- 
ment coutiactés  au  sein  d'une  petite  vacuole  arrondie,  il  en 
résulte  qu'ils  se  montrent  entourés  d'une  auréole  claire. 

Ce  sont  des  sphérules  du  même  genre  et  de  gros  bâtonnets 
qui  ont  été  observés  par  M.  Guilliermond  dans  le  Ricin,  mais 
ce  dernier  ne  signale  pas  de  réseaux  vacuolaires  colorés 
dans  leur  totalité  et  montrant  conservés  leurs  plus  fins  trabé- 
cules,  comme  ceux  que  nous  avons  observés  et  que  nous 
venons  de  décrire  dans  le  Cèdre  du  Liban. 

Nous  ferons  remarquer  à  ce  propos,  qu'il  y  a  là  un  cas  de 
coloration  de  l'appareil  vacuolaire  «-  in  toto  »,  par  une 
méthode  mitochondriale  :  c'est  un  fait  qui  n'a  pas  encore 
été  signalé.  Il  prouve  que  la  méthode  de  Regaud  ne  donne 
pas  une  différenciation  d'un  système  d'éléments  particuliers, 
mais  qu'elle  peut  mettre  en  évidence,  suivant  les  circonstances, 
des  corpuscules  n'ayant  aucun  lien  génétique  entre  eux. 

Je  crois  d'ailleurs  qu'il  est  inutile  d'insister  plus  lon- 
guement sur  cette  question,  car  personne  ne  croit  plus  à  la 
spécificité  des  méthodes  dites  mitochondriales,  depuis  les 
travaux  de  M.   P.  A.  Dangeard. 

Les  réseaux  vacuolaires  colorés  ne  sont  pas  toujours  con- 
servés dans  leur  intégrité  comme  celui  qui  a  été  figuré  PI  XII, 
mais  très  souvent,  on  ne  retrouve  sur  les  coupes,  que  des  frag- 
ments de  l'appareil  vacuolaiie,  sous  forme  de  pelotons  ou  de 
filaments  isolés  colorés  en  noirintense.  Ces  réseaux  s'observent 
non  seulement  dans  l'épidcrme,  mais  aussi  dans  les  cellules 
de  parenchyme  qui  évoluent  en  éléments  sécréteurs. 

Dans  les  cellules  de  parenchyme  et  surtout  dans  l'axe  du 
bourgeon,  on  observe  souvent  de  grosses  boules  teintes  en 
noir  fonjj  :  elles  représentent  des  masses  de  sécrétion  dont  le 
volume  est  considérable, 

H  est  facile  de  se  rendre  compte  en  examinant  la  disposi- 
tion des  cellules  sécrétrices  et  par  comparaison  avec  les  résul- 
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tats  des  chapiti'es  précédents,  que  celles  d'entre  elles  qui  ont 
un  vacuorne  ainsi  colorable  par  riiématoxyline,  correspondent 
à  des  éléments  qui  sont  déjà  laMnifères.  On  les  tiouve  à  l'ex- 
trémité des  ébauches  foliaires  les  pins  jeunes;  au  contraire 
sur  des  feuilles  plus  âgées,  ils  sont  remplacés  par  des  cellules 
qui  présentent  un  caractère  di fièrent  ([ui  est  celui  d'une 
deuxième  phase  de  la  sécrétion. 

Deuxième  phase  de  la  sécrétion.  —  Dans  les  cellules  tannifères 
dont  le  vacuome  est  coloré  en  noir,  on  voit  apparaître  un  pro- 
duit jaune  d'or  ([ui  se  montre  de  i)lns  en  plus  nettement. 

Les  vacuoles  ne  sont  plus  colorées  en  noir  foncé,  mais  leur 
teinte  devient  indécise,  brunâtre  ou  jaunâtre.  On  trouve  fré- 
quemment àrintérienr  d'une  même  cellule,  une  masse  vacuo- 
laire  colorée  en  noir  d'un  côté  du  noyau  et  une  autre  masse 
colorée  en  jaune  de  l'autre  bord,  avec  dans  l'intervalle  quel- 
ques trabécules  rompus. 

Dans  les  cellules  plus  évoluées,  les  vacuoles  montrent  toutes 
une  belle  teinte  jaune  d'or,  mais  il  est  toujours  possible  de 
remarquer  sur  le  pourtour  un  liseré  de  métachromatine  coloré 
en  noir  par  l'hématoxyline. 

Interprélalion  des  faits.  —  L'élaboration  du  composé  tannique 
dans  ces  vacuoles  peut  s'inlerjirétcr  de  la  façon  suivante. 

Dans  les  cellules  jeunes  embryonnaires,  il  n'y  a  pas  de 
tannin  et  le  vacuome  renferme  une  petite  quantité  de  méta- 
chromatine que  l'on  retrouve  ])récipitée  et  colorée  en  noir  sur 
les  coupes.  Plus  tard,  il  se  forme  des  composés  tanniques,  mais 
la  vacuole  continue  à  renfermer  de  la  métachromatine  et 
même  cette  substance  est  devenue  très  abondante  ;  il  en  résulte 
que  la  substance  vacuolnire  se  colore  en  noir  foncé^  paice  que 
la  teinte  jaune  natuielle  des  composés  phénoliques  précipités 
sous  l'action  du  bichromate,  est  masquée  par  la  coloration 
de  la  métachromatine. 

Enfin,  dans  les  cellules  sécrétrices  les  plus  évoluées,  la  quan- 
tité de  métachromatine  est  redevenue  très  faible  et  ne  forme 
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plus  qu'une    mince  bordure   noire  autour  des    masses  jaune 
d'or  des  composés  phénoliques. 

Des  observations  semblables  ont  été  faites  cbez  [hies  Xord 
manninna  et  chez  Larlx  leplolepis. 

ART.    2.   —  ABIES  NOBDMANNIANA. 

Les  observations  faites  chez  l'Abies  correspondent  presque 
point  par  point  à  celles  que  nous  venons  de  relater  chez  le 
Cèdre. 

Nous  avons  fait  des  coupes  de  bourgeons  du  mois  de  sep- 
tembre, alors  que  les  feuilles  encore  très  petites  ne  renferment 
pas  beaucoup  de  tannin. 

Le  vacuome  des  cellules  embryonnaires  non  sécrétrices, 
qui  fixait  le  colorant  vital  et  se  montrait  si  souvent  sous  forme 
de  réseaux  variés,  ne  se  retiouve  plus  sur  les  coupes  qu'à 
l'état  de  lacunes  claires  non  colorées.  11  est  de  même  rai'C,  que 
les  vacuoles  ainsi  observées,  présentent  des  granules  colorés  à 
leur  intérieur,  comme  c'était  le  cas  quelquefois  chez  le  Cèdre. 

Il  en  résulte  que  la  substance  vacuolaire  assez  épaisse,  qui  se 
montrait  élective  vis-à-vis  des  colorants  vitaux,  n'est  plus 
représentée  après  fixation.  On  doit  la  considérer  comme  ayant 
été  presque  entièrement  dissoute. 

Par  contre,  dès  c[u'un  composé  phénolique  apparaît  dans  le 
vacuome^  celui-ci  se  teint  fortement  en  noir.  Si  l'appareil 
vacuolaire  est  en  réseau,  comme  c'est  souvent  la  cas,  ce  dei- 
nier  peut  être  cntièicment  coioré'fig.  i3,  PI.  XII).  Il  y  a  concor- 
dance parfaite  avec  les  observations  faites  chez  le  Cèdre,  mais 
nous  avons  raiement  vu  chez  l'Abies  des  réseaux  fixés  et 
colorés  d'une  manière  aussi  parfaite. 

.  Lorsque  les  composés  tanniques  sont  abondants,  ils  appa- 
raissent au  sein  du  vacuome  comme  des  masses  jaune  brun 
qui  demeurent  entourées  par  une  bordure  mince  colorée  en 
noir. 

Les  plastes  chez  TAbic?.  comme  chez  le  Cèdre  se  colorent  en 


—  88  — 

noir  par  la  méthode  de  Regaud.  On  les  trouve  dans  toutes  les 
cellules  des  jeunes  feuilles  sans  exception.  Ce  sont  des  grains 
ou  de  petits  bâtonnets  n'ayant  jamais  une  allure  filamenteuse. 
Les  microsomes  ne  paraissent  pas  s'être  colorés  au  moyen  de 
cette  méthode. 

ART  3.  —   LARIX  LEPTOLEPIS. 

Des  bourgeons  recueillis  au  mois  d'octobre,  ont  été  fixés 
dans  du  liquide  de  Regaud.  A  cette  époque,  les  jeunes  feuilles 
contiennent  du  tannin  assez  abondamment  dans  l'assise  sous 
épidermique  et  dans  plusieurs  cellules  de  parenchyme  ;  dans 
l'épiderme,  seules  les  cellules  du  sommet  de  la  feuille  sont 
tannifères. 

Les  circonstances  de  la  formation  du  tannin  dans  l'appareil 
vacuolaire  sont  à  peu  près  les  mêmes  que  pour  les  exemples 
précédents.  Lorsqu'une  cellule  devient  tannifère,  il  se  précipite 
dans  le  vacuome  une  quantité  de  sphérules  qui  se  colorent  en 
noir  par  Thématoxyline.  Plus  tard,  apparaît  dans  chaque  boule 
de  sécrétion  un  noyau  jaunâtre  qui  reste  entouré  par  une 
écorce  noire. 

Enfin,  dans  les  cellules  sécrétrices  les  plus  évoluées,  les 
grandes  vacuoles  se  montrent  remplies  de  gros  globules  jaune 
d'or,  formés  par  des  composés  phénoliques.  Ces  masses  de 
produits  vacuolaires  sont  souvent  entourées  encore  d'une 
mince  bordure  noire  de  métachromatine. 

Dans  toutes  les  cellules  des  feuilles  de  Larix,  existent  des 
plastes  nombreux.  Leur  forme  dans  les  cellules  jeunes  est  sou- 
vent contournée,  filamenteuse,  même  dans  les  cellules  épi- 
dermiques,  où  pourtant  l'observation  vitale  ne  révèle  que  des 
plastes  en  bâtonnets  allongés,  toujours  rectilignes. 

Il  faut  donc  admettre  que  la  fixation  produit  une  déforma- 
lion  sensible  des  plastes  et  peut  donner  ainsi  à  des  éléments 
en  bâtonnets  allongés  l'allure  de  «  chondriocontes  ».  C'est  là 
une  remarque   intéressante   à   noter,    car   des   chondriocontes 
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flexueux  ont  été  souvent  décrits  clans  des  préparations  fixées, 
alors  qu'il  est  plus  rare  de  les  ol)ser\('i-  à  1  "état  vivani  (cas 
de  l'Iris  et  de  la  Tulipe). 

La  question  de  la  forme  des  plastes  est  d'ailleurs  un  peu 
secondaire,  car  l'on  rencontre  parfois  dans  des  cellules  voi- 
sines, dans  l'épiderme  des  feuilles  diris  par  exemple,  des 
plastes  filamenteux  ou  mitoplastes  et  des  plastes  globuleux. 
C'est  ce  qu'ont  montré  de  récentes  études  dé  M.  P.  A.  Dangeard. 

Les  plastes  apparaissent  donc  comme  des  éléments  assez 
plastiques,  susceptibles  de  se  déformer  dans  la  cellule  vivante. 
Ils  peuvent  aussi  subir  ces  modifications  sous  l'action  des 
fixateurs  comme  nous  venons  de  le  montrer. 

Dans  les  cellules  adultes  qui  se  trouvent  au  sommet  des 
jeunes  feuilles,  tous  les  plastes  chez  \e  Larix  ont  pris  une  forme 
globuleuse.  Â  cet  état,  ils  ne  sont  plus  déformés  sous  l'effet  de 
la  fixation.  ■ 

Nous  attirons  l'attention  sur  ce  mince  liseré  noir  que  l'on 
constate  sur  la  périphérie  des  boules  vacuolaires  de  nature 
phénolique.  Il  représente  un  dépôt  de  métachromatine,  qui  s'est 
précipité  sur  le  pourtour  de  la  vacuole,  tandis  que  le  restant 
du  suc  vacuolaire,  constitué  par  les  composés  tanniques,  s'est 
coagulé  en  une  masse  jaune  d'or  sous  l'action  du  bichromate. 

Ces  aspects  permettent  de  comprendre  comment  les  «  mito- 
chondristes  »  ont  pu  parler  de  l'élaboration  des  composés 
tanniques  et  de  l'anthocyane  par  des  mitochondries.  Voyons, 
en  effet,  ce  que  dit  M.  Guilliermond  à  leur  sujet  chez  le  Noyer  ; 
«  les  chondriocontes,  qui  constituent  le  chondriome  dans  les 
cellules  les  plus  jeunes,  s'assemblent  pour  la  plupart  autour  du 
noyau  ;  puis  ils  s'épaississent  par  suite  de  l'élaboration  dans 
leur  intérieur  d'une  substance  qui,  avec  les  méthodes  milochon- 
driales,  apparaît  fixée  et  colorée  en  jaune,  grâce  à  l'action  du 
bichromate  de  potassium,  qui,  comme  on  le  sait,  précipite  les 
composés  phénoliques  et  leur  donne  une  coloration  jaunâtre. 
A  ce  moment,  les  chondriocontes  se  montrent  donc  constitués 
d'un  composé  phénolique  occupant  leur  axe  et  d'une  écorce 
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mitochondrialc  ».  Plus  loin  il  parle  de  boules  de  composés 
plîénoliques  qui  s'isolent  entourées  par  une  mince  écoice 
mitochondrialc. 

Puis,  lorsque  la  boule  de  composés  plîénoliques  a  achevé 
sa  croissance,  elle  se  déverse  dans  la  vacuole  et  ne  tarde  pas  à 
se  dissoudre  dans  le  suc  vacuolaire  (Guilliermond  (  1 1)  iQiA)- 

On  se  rend  compte  que  cette  description  est  complètement 
erronée  parce  que  l'auteur  interprète  comme  écorce  mitochon- 
drialc un  simple  dépôt  chromatique  d'origine  vacuolaire. 

Le  même  cas  se  présente  pour  la  formation  des  corpuscules 
métachromatiques  chez  Puslulnrui  vesiciilosa  où  M.  Guillier- 
mond décrit  des  vésicules  qui  se  séparent  des  chondriocontes, 
émigrent  dans  les  vacuoles  et  continuent  à  s'accroître  tandis 
que  leur  éeorce  mitochondiiale  s'amincit  peu  à  peu  (Guillier- 
mond (7) igi^s 

Dans  les  recherches  récentes  de  M.  Politis  sur  l'origine  des 
tannins  dans  la  vigne,  on  peut  remarquer  une  erreur  semblable. 
Les  mitochondries  se  transformeraient  en  vésicules,  conte- 
nant à  leur  intérieur  un  produit  tannique,  entouré  d'une 
enveloppe  mitochondrialc  —  {Sur  les  corpuscules  bruns  de  la 
brunissure  chez  la  vigne.  1921). 

Tl  ne  me  paraît  pas  impossible  que  dans  la  cellule  animale 
on  ait  pu  être  induit  en  erreur  d'une  façon  analogue. 

On  sait  que  plusieurs  auteurs  ont  décrit  la  formation  de 
sécrétions  diverses,  qui  apparaissent  au  moment  de  leur 
élaboration  entourées  par  une  écorce  mitochondrialc.  Il  pour- 
rait s'agir,  dans  quelques-uns  de  ces  cas  tout  au  moins, 
de  précipitations,  sur  ta  paroi  d'une  vacuole  à  sécrétion  et  non 
pas  de  la  coloration  d'un  plaste  élaborateur. 

En  ce  qui  concerne  les  exemples  étudiés  pai-  nous,  il  est 
certain  que  l'étude  vitale  était  nécessaire  pour  interpréter 
correctement  les  phénomènes,  car  sans  cela,  rien  n'auiait  été 
plus  facile  que  de  décrire  comme  une  écorce  mitochondrialc, 
ce  qui  n'est  en  réalité  qu'un  dépôt,  sur  le  pourtour  d'une 
sphérule  de  sécrétion  ou  sur  la  paioi  d'un  vacuole. 


DEUXIEME  PARTIE 

Recherches   sur  l'aleurone  dans  les  graines  et  dans 

les  plantules. 


Indications  historiques. 

LévolutioM  du  vacuome  dans  les  méristèmes  des  Gymnos- 
permes conduit  à  des  résultais  généraux  qui  sont  les  suivants  : 
le  système  des  vacuoles  qui  se  développe  au  moment  de  la 
cioissance  et  do  la  diflerenciation  des  tissus,  provient  dans 
tous  les  cas  d'un  système  piéexistant  d'éléments  vacuolaires. 
Ceux-ci  se  présentent  dans  les  cellules  les  plus  jeunes,  soit  sous 
forme  de  petites  vacuoles  arrondies  à  contenu  épais  ou  fluide, 
soit  sous  forme  de  masses  irrégulières  de  consistance  épaisse, 
soit  encore  comme  des  réseaux  très  variables  d'aspects  et  par- 
fois très  fins  dont  la  nature  visqueuse  apparaît  certaine. 

Ces  états  du  vacuome  paraissent  conditionnés,  en  partie  par 
la  vie  ralentie  des  méristèmes  durant  la  saison  hivernale, 
mais  surtout  par  des  caractères  spéciaux  aux  méristèmes 
comme  l'abondance  du  cytoplasme  et  la  faible  teneur  en  eau  ; 
il  n'est  pas  douteux  également  que  la  nature  de  la  substance 
vacuolaire  puisse  entrer  en  ligne  de  compte  à  un  moindre 
degré.  D'autres  tissus  sont  bien  connus  pour  présenter  des 
conditions  analogues  :  ce  sont  les  graines,  oii  les  cellules  se 
trouvent  dans  des  conditions  de  vie  ralentie,  et  de  faible 
teneur  en  eau.  Nous  nous  sommes  proposé  de  rechercher  sous 
quel  état  se  présentait  le  vacuome  dans  les  graines  et  de  déter- 
miner son  évolution  pendant  la  maturation  et  pendant  la 
germination. 

Déjà,  avant  de  commencer  nos  recherches,  on  pouvait  pré- 
sumer que  l'état  du  vacuome   dans  la  graine  était  représenté 
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par  les  grains  d'aleurone  décrits  dans  des  cas  très  nombreux. 

Ces  forains  étaient  en  eflel  depuis  les  ti'avaux  de  PfefFcr. 
de  Wakker,  de  Werminki,  considérés  comme  dérivant  de 
vacuoles  pendant  la  maturation  et  comme  se  transformant 
de  nouveau  en  vacuoles  à  la  germination.  Aussi  plusieuis 
auteurs  les  envisageaient-ils  comme  des  hydj-oleucites  albumi- 
nifères  desséchés  (Van  Tieghem),  ou  des  vacuoles  riches  en 
albumines  et  concrétées  par  suite  du  dessèchement. 

Mais  cependant  beaucoup  d'obscurité  subsistait  en  ce 
qui  concerne  ces  corps  et  leur  véritable  nature  :  on  n'admettait 
pas  en  effet  la  même  oiigine  pour  les  grains  d'aleurone  du 
Ricin  formés  dans  des  vacuoles  et  ceux  des  Légumineuses 
formés  dans  le  protoplasme  (i).  D'autre  part,  les  grains 
d'aleurone  dont  l'origine  est  vacuolaire,  proviennent-ils  d'une 
précipitation  dans  une  grande  vacuole,  ou  sont-ils  le  résultat 
de  la  concrétion  âe  vacuoles  préalablement  isolées  :  au  moment 
oîj  nous  avons  abordé  ce  sujet,  ces  cjuestions  étaient  ignorées. 
De  même,  si  la  transformation  des  grains  d'aleurone  en 
vacuoles  à  la  germination  était  généralement  adoptée,  il  ne 
s'ensuivait  pas  forcément  qu'elles  étaient  l'origine  du  système 
vacuolaire  de  la  plantule.  Rien  n'empêchait  de  supposer  que 
d'autres  vacuoles  prenaient  naissance  à  ce  moment  en  des 
points  quelconques  du  protoplasme  :  c'était  même  là  une 
opinion  courante,  car  la  possibilité  d'une  néoformation  des 
vacuoles  était  admise  sans  conteste. 

Une  citation  empruntée  à  un  fascicule  récemment  paru 
d'un  Traité  classique,  va  nous  montrer  d'ailleurs  quelles 
sont  les  idées  actuelles  au  sujet  de  l'aleurone  :  les  transforma- 
tions de  l'aleurone  au  cours  de  la  germination  sont  en  eff'et 
décrites  de  la  façon  suivante  :  «  A  ce  moment,  à  mesure  que 
leaupénètredanstouteslescellulesde  la  graine,  les  grains  d'aleu- 
rone se  gonflent  ;  puis  on  constate  que  le  ou  les  globoïdes 
augmentent  de  volume  et  se  morcèlcnt  ;  les  fiagments  de  ces 

(i)  Rendle.  On  llie  developmenl  of  Ihe  aleurone  grains  in  Ihe  Lupin     (Ann.  Botan. 
1888). 
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derniers  se  répartissent  autour  du  cristalloïde  qui  se  gonfle 
également,  se  divise,  puis  se  dissout,  sa  substance  se  mêlant 
ù  la  masse  fondamentale  du  grain.  Le  grain  d'aleuronc  tout 
entier  perd  ensuite  son  individualité  et  se  mêle  au  protoplasma  ; 
seuls  persistent  encore,  à  ce  moment,  des  fragments  de  glo- 
boïdes  qui  finissent  eux-mêmes  par  disparaître.  »  (G.  Bonnier 
et  Leclerc  du  Sablon,  Traité  de  Bot.uiiqnc,  fascic.  VI,  p.  2007). 
On  voit  par  la  lecture  de  ce  passage  quelle  étrange  conception 
s'était  établie  au  sujet  des  grains  d'aleurone  :  autant  dire  que 
l'on  ignorait  complètement  leur  véritable  nature. 

Ainsi,  au  moment  d'entreprendre  ces  recherches  sur  l'aleu- 
rone,  cette  question  se  présentait  à,  nous  sous  un  aspect  des 
plus  confus.  Aucune  unité  de  vue  n'avait  pu  s'imposer  au 
sujet  de  la  véritable  signification  de  Taleurone;  le  problème 
de  sa  formation  dans  les  graines,  de  même  que  celui  de  son 
utilisation  pai'  la  plante  germée  demeurait  encore  en  partie 
mystérieux  et,  de  l'avis  général,  la  solution  en  était  très  difficile 
à  obtenir. 

Les  recherches  cytologiques  de  M.  Guilliermond  et  Beauverie, 
(1908)  n'avaient  pas  apporté  de  clartés  nouvelles  en  ce  qui 
concerne  la  nature  de  l'aleurone.  Il  était  nécessaire  en  effet, 
que  la  notion  du  vacuome  soit  introduite  et  que  l'observation 
vitale  pût  montrer  tous  les  termes  de  passage  entre  l'aleurone 
et  les  vacuoles  normales. 

Les  observations  que  nous  avons  réalisées  au  moyen  de  colo- 
rations vitales,  nous  ont  permis  d'arriver  sur  tous  ces  points 
à  des  certitudes,  qui  permettent  maintenant  de  rattacher 
l'aleurone  d'une  manière  très  satisfaisante  pour  l'esprit,  aux 
phénomènes  d'évolution  générale  du  vacuome. 

Nous  avons  fait  nos  premières  observations  sur  l'aleurone 
des  Gymnospermes,  en  prenant  pour  type  le  Pin  maritime,  à 
cause  de  ses  graines  relativement  grosses  et  de  sa  facilité  de 
germination.  Les  recherches  suivantes  ont  porté  sur  l'aleu- 
rone du  Ricin  et  l'aleurone  des  Graminées.  Leur  étude  cons- 
tituera autant  de  chapitres  séparés. 


CHAPITRE  PREMIER 

Aleuroiie  des  Gyniiiosperiiie<ii. 


L'aleurone  des  Gymnospermes  n'a  donné  lieu  (juà  un  bien 
petit  nombre  de  travaux  et  ceux-ci  sont  anciens  :  les  princi- 
pales indications  se  trouvent  à  ce  sujet  dans  Pfeffer.  L'auteur 
a  étudié  l'aleurone  dans  la  graine  et  en  se  plaçant  d'un  point 
de  vue  statique. 

Dans  l'exposé  qui  va  suivre,  nous  verrons  au  contraire  quelle 
est  l'évolution  de  cet  aleurone  pendant  la  germination,  ce  qui 
forme  un  sujet  entièrement  nouveau, 

AlîT.    i.    —    L'ALEURONE    ET    SON   EVOLUTION    PENDANT   LA 
GERMINATION  DU  PIN  MARITIME. 

11  est  relativement  facile  d'obtenir  une  coloration  vitale  de 
l'appareil  vacuolaire  dans  une  jeune  plantule.  —  11  suffit  de 
l'immerger  toute  entière  dans  un  bain  colorant,  (bleu  de  crésyl 
ou  rouge  neutie).  aussitôt  qu'elle  vient  d'être  recueillie  et 
isolée  de  son  endosperme.  —  Au  bout  de  quelques  minutes, 
l'épiderme  tout  entier  a  pris  une  coloration  pâle,  soit  bleu 
pâle  ou  violette  (bleu  de  crésyl),  soit  orangée  ou  rose  (rouge 
neutre)  [fig.  i5  e/  i6,  pi  III). 

Cette  coloration  vitale  rapide  indique  une  remarquable 
perméabilité  des  membranes.  En  faisant  ces  essais,  nous  pré- 
voyions un  peu  ce  résultat,  car  la  jeune  plantule  que  Ion 
isole,  se  trouve  en  effet  naturellement  en  mesure  d'absorber 
les   liquides  par  toute  sa  surface,  puisqu'elle   est  plongée  au 


—  îiJ  — 

sein  d'un  milieu  nutritif  qu'elle  absorbe  peu  à  peu  (endos- 
perme\ 

Lorsqu'on  substitue  par  l'expérience  un  liquide  colorant  au 
suc  nutritif,  la  plantule  continue  sa  fonction  absorbante  et  le 
colorant  vital  pénètre  à  son  intérieur  comme  le  ferait  un  ali- 
ment. 

Par  cet  artifice,  on  obtient  des  colorations  vitales  beaucoup 
plus  facilement  cjne  dans  les  cas  étudiés  au  cbapitre  précédent. 

Lorsqu'on  a  réalisé  ainsi  une  coloration  vitale  d'une  jeune 
plantule  de  Pin  et  qu'on  observe  un  lambeau  de  l'épiderme, 
de  l'hypocotyle  ou  des  cotylédons,  on  constate  que  les  cellules 
épidermiques  bien  vivantes,  montrent  leur  système  vacuolaire 
seul  coloré  au  milieu  des  autres  éléments  cellidaires.  il  suffit 
alors  d'examiner  un  assez  grand  nombre  de  plantules  de  diffé- 
rents âges,  pour  connaître  l'évolution  générale  de  l'appareil 
vacuolaire  dans  l'épiderme  au  cours  de  la  germination.  Nous 
décrirons  ces  phénomènes  à  partir  de  la  graine  mûre. 

A.  Evolution  des  va,caole<^  dans  l'épiderme. 

1  GRAINE  MURE. 

Il  est  facile  d'isoler  l'embryon  de  son  endosperme  et  de  le 
placer  dans  une  solution  du  colorant  vital.  La  coloration  ne 
réussit  pas  toujours  et  si  l'on  opère  sur  un  lot  de  graines 
anciennes  on  aura  souvent  des  insuccès  :  dans  ce  cas,  il  v  a 
bien  pénétration  du  colorant  à  travers  la  membrane,  mais  le 
noyau  se  colore  immédiatement  en  bleu  pâle  avec  le  bleu  de 
crésyl,  en  rose  pâle  avec  le  rouge  neutre,  tandis  que  le  reste  de 
la  cellule  reste  incolore.  Cette  non-réussite  est  certainement 
due  à  l'état  de  moindre  vitalité  présenté  par  des  graines 
anciennes.  En  effet,  la  coloration  vitale  réussit  beaucoup  mieux 
lorsqu'on  utilise  des  graines  récentes  recueillies  dans 
l'année  (t). 

(i)   Le    fait    précédent    conslitue    très    probablement    une   coloration    vitale   du 
noyau. 
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Des  essais  ont  été  faits  pendant  l'hiver  de  1922  sur  des  graines 
de  l'année,  fournies  par  la  maison  Vilmorin  et  nous  avous  pu 
obtenir  d'excellentes  colorations  vitales  des  grains  d'aleurone 
dans  l'hypocotyle  et  dans  les  cotylédons.  C'est  là,  notons  le, 
un  résultat  qui  n"a  jamais  été  signalé  chez  les  Gymnospermes. 
Dans  tout  l'épidcrmc  de  l'embryon,  les  grains  d'aleurone  se 
piésentent  comme  de  petits  corpuscules  arrondis,  qui  sont 
répartis  en  nombre  élevé  dans  un  cytoplasme  bourré  d'huile. 
Cette  abondance  d'enclaves  donne  au  cytoplasme  une  appa- 
rence alvéolaire.  L'huile  dont  les  globules  sont  beaucoup  plus 
petits  que  les  grains  daleurone^  reste  toujours  incolore  en 
coloration  vitale,  mais  le  réseau  protoplasmique  prend  parfois 
une  légère  coloration  diffuse;  quant  au  noyau,  il  se  détache 
toujours  en  clair  dans  une  préparation  vitale  bien  réussie 
(fig,  I  et  2,  pi.  III). 

La  teinte  prise  par  les  g-rains  d'aleurone  est  rouge  orangée  si 
l'on  emploie  le  rouge  neutre,  violet  pâle  ou  quelquefois  bleu, 
avec  le  bleu  de  crésyl.  Ces  colorations  indiquent  une  réaction 
alcaline  de  la  substance  fondamentale. 

Aucune  inclusion  ne  s'observe  normalement  à  l'intérieur 
des  grains  d'aleurone  de  Tépiderme  et  ceux-ci  se  montrent 
colorés  en  totalité  et  d'une  manière  uniforme. 

On  remarque  souvent,  parmi  les  cellules  épidermiques, 
quelques  cellules  mortes  dont  le  noyau  est  alors  teint  en  rose 
ou  en  bleu,  suivant  que  l'on  a  employé  le  rouge  neutre  ou  le 
bleu  de  crésyl:  Taleurone  est  alors  complètement  décoloré. 
Entre  ces  cellules  dont  la  vitalité  est  éteinte,  et  les  éléments 
bien  vivants  dont  le  noyau  est  resté  incolore,  il  existe  des 
états  intermédiaires  représentés  par  des  cellules  dont  l'aleurone 
est  coloré  alors  que  le  noyau  présente  une  légère  teinte. 

Ces  éléments,  doivent  être  considérés,  comme  présentant 
une  vitalité  atténuée. 

Lorsqu'on  observe  ainsi  une  double  coloration  de  l'aleurone 
et  des  noyaux,  il  y  a  toujours  une  différence  de  teinte  très 
nette  entre  le  noyau  à  propriétés  acides  (teint  en  bleu  pâle  ou 
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en  rose  pale)  et  raleurone  à  réaction  alcaline,  (teint  en  violet 
pâle  ou  ou  ronge  orangé). 

2.     PLA.\rULE. 

Lorsqu'une  graine  est  mise  à  germer,  il  se  produit  très 
rapidement  des  modifications  cellulaires  dues  à  l'arrivée  de 
l'eau.  Ce  sont  d'abord  des  transformations  des  grains  d'aleurone 
qui  se  déforment,  s'étirent  et  s'allongent,  par  suite  évidemment 
des  pressions  en  sens  divers  qui  se  produisent  dans  le  c\to- 
plasme.  (Fi'j.  A  à  6,  PL  VII i. 

Ces  déformations  sont  d'ailleurs  lentes  au  début,  mais  leur 
vitesse  s'accroît  peu  à  peu  à  mesure  que  l'énergie  du  métabo- 
lisme augmente.  Ces  modifications  s'accentuant,  les  grains 
d'aleurone  se  trouvent  transformés  en  minces  filaments  parfois 
ramifiés  :  la  minceur  de  ces  éléments  est  telle,  qu'on  est 
obligé  d'admettre  qu'une  partie  de  la  substance  des  grains 
d'aleurone  de  la  giaine  a  disparu  et  a  été  utilisée  aillems. 
fFlg.  5  e/  6,  PL  III). 

C'est  dans  cet  état  que  nous  avons  observé  pour  la  première 
fois  le  vacuome  des  jeunes  plantules  et  nous  avons  liésité  à 
reconnaître  dans  ces  filaments  et  ces  réseaux  des  éléments 
vacuolaires,  jusqu'à  ce  (pie  nous  avions  pu  \oir,  dune  part 
leur  tiansformation  en  vacuoles  dans  la  planliUe  âgée,  d'autre 
part  leur  dérivation  à  [)arlir  des  grains  d'aleurone  de  la  graine. 
Ces  filaments  vacuolaires  ne  demeurent  pas  isolés,  mais  ne 
tardent  pas  à  se  rejoindre  pour  former  ensemble  un  réseau 
unique  très  finement  ramifié  (Fig.  7  el  9,  PL  fllj.  Bien  que 
nous  indiquions  la  marche  ordinaire  de  révolution  du  système 
vacuolaire,  il  faut  remarquer  qu'il  n'y  a  aucune  régularité 
dans  les  formes  prises  par  le  vacuome,  pour  cette  raison  bien 
simple  que  son  état  se  modifie  constamment.  Il  peut  arriver 
ainsi  que  des  éléments  d'un  réseau  se  séparent  et  s'isolent, 
puis  se  soudent  à  nouveau  en  une  autre  disposition. 

Cet  état  du  vacuome  finement  réticulé,  comme  nous  venons 
de   le   décrire,  s'observe  facilement  [dans  les  cotylédons  d'une 
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très  jeune  plantule  provenant  d'une  graine  ayant  sa  coque 
intacte.  On  penl  l'observer  très  longtemps  dans  l'extrémité  des 
cotylédons,  car  il  persiste  tant  que  ces  derniers  ont  un  rôle 
absorbant  au  contact  de  l'endosperme,  (c'est-à-dire  sur  des 
plantules  ayant  quelques  centimètres  de  long).  Au  contraire 
dans  la  base  des  cotylédons  et  dans  rhvpocotvle,  cet  état  du 
vacuome  est  très  passager  et  il  naît  rapidement  de  grandes 
vacuoles  par  hydratation  du  léseau  vacuolaire. 

Cette  transformation  a  lieu  par  une  série  d'étapes  faciles  à 
snivi-e  sur  une  même  planlule,  (jui  présente  à  la  fois  tous  les 
étals  du  vacuome  à  partir  de  la  pointe  des  cotylédons  jusqu'à 
riivpocotyle.  Elle  consiste  en  un  gonflement  du  résean  qui 
prend  une  place  de  plus  en  plus  importante  dans  la  cellule  à 
mesure  que  1  huile  disparaît,  i  Fig.  8.  PL  III).  Il  en  résulte  de 
grosses  masses  irrégulièrement  lobées,  dont  on  suit  les  modi- 
fications sous  le  microscope  et  qui  contiennent  un  suc 
vacuolaire  de  plus  en  plus  fluide,  Flg.  lo  et  ii,  PL  IIP. 
Sur  des  plantules  de  deux  ou  trois  centimètres  de  long,  l'épi- 
derme  de  l'hypocotyle  a  déjà  de  grandes  vacuoles  aqueuses, 
uniques  par  celkdes,  (Fig.  12,  PL  III),  tandis  que.  si  l'on 
remonte  vers  les  cotylédons,  on  observe  toutes  les  phases  de 
l'évolution  vacuolaire  dont  nous  venons  de  parler. 

Formation  da  tannin.  —  Pendant  que.  dans  l'épiderme  des 
plantules,  s'opère  cette  évolution  vacuolaire,  on  constate  à  un 
moment  donné  l'apparition  du  tannin  à  l'intérieur  du  vacuome. 
La  formation  de  cette  substance  débute  dans  la  radicule  sur 
des  plantules  très  jeunes,  puis  elle  se  montre  dans  l'hypoco- 
tylefi);  on  la  voit  appaïaître  plus  tard  dans  les  cotylédons  dont 
la  base  devient  d'abord  tannifère,  puis  la  partie  moyenne,  puis 
enfin  le  sommet  qui  reste  assez  longtemps  dépourvu  de  tannin. 
Il  peut  sembler  d'ailleurs  que  l'absence  de  taimin  dans  l'épi- 
démie des  cotylédons  soit  en  relation  avec  le  rôle  absorbant  de 
cette  partie  de  la  plantule  pendant  le  développement  ;  mais  ce 

(i)  Dans  l'hypocolyle,  il  demeure  toujours  quelques  cellules  sans  tannin  qui  cons- 
tituent les  cellules  stomatiques. 
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fait  a  une  autre  raison,  c'est  fjuc  les  cotylédons  s'accroissent 
surtout  par  leur  sommet  et  il  eti  résulte  que  les  cellules  de  la 
pointe  sont  encore  à  l'état  juvénile,  alors  qu'un  peu  plus  bas 
elles  se  chargent,  de  produits  tanniques. 

Anthocyane.  —  La  plantule  de  Pin  maritime  se  colore  de 
bonne  heure  par  l'antliocyane,  et  lorsque  les  germinations  sont 
assez  avancées  et  que  les  cotylédons  sont  épanouis,  les  hypo- 
cotyles  se  montrent  colorés  très  vivement  en  rose  intense. 
L'examen  d'une  coupe  de  l'hypocotyle  dans  la  région  colorée 
montre  que  l'épiderme  seul  renferme  de  l'antliocyane,  qui  est 
dissoute  dans  le  suc  des  grandes  vacuoles  {fm.  lo  el  i/|,  pi.  TU). 
Nous  avons  cherché  à  voii-  le  début  de  la  formation  du  pig- 
ment :  nous  avons  remarqué  qu'il  apparaissait  d'abord  dans 
l'hypocotyle,  ovi  l'on  commence  à  trouver  des  cellules  colorées 
surdcs  plantules  de  un  centimètre  de  long,  alors  qu'à  I'omI  nu, 
on  ne  distingue  encore  aucune  pigmentation.  Dans  ces  plan- 
tules très  jeunes,  l'hypocotyle  est  déjà  tannifère;  par  consé- 
quent, lorsque  le  pigment  anthocyanique  appaïaît,  il  succède 
dans  1q  vacuome  aux  composés  tanniques.  On  peuten  conclure 
que  lanthocyane  résulte  d'une  modification  des  laïuiins  des 
vacuoles  dans  certaines  cellules  épidermiques  de  l'hypocotyle. 
Des  cellules  pigmentées  appai-aissent  plus  tard,  non  seulement 
dans  tout  l'hypocotyle,  mais  aussi  dans  l'épiderme  des  cotylé- 
dons, oii  la  couleur  de  l'anlhocyane  est  masquée  i)ar  la  colora- 
tion verte  de  la  chlorophylle. 

3.  DISCUSSION  DES  fŒSLLTATS. 

Nous  constatons  en  résumé,  qu'il  existe  pendant  le  dévelop- 
pement d'une  plantule  de  Pin  maritime  à  paitir  de  la  graine 
des  phénomènes  d'évolution  cellulaire  très  intéressants.  Dans 
tous  les  stades  de  la  croissance,  nous  avons  porté  notre  atten- 
tion sur  l'appareil  vacuolaire.  Celui-ci  est  i-eprésenté  dans  la 
graine  par  des  grains  d'aleurone  qui  forment  une  réserve 
utilisée  pendant  la  germination.  Dans  les  très  jeunes  plantules. 
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il  se  fait  un  brassage  et  une  consommation  active  de  subs- 
tances, qui  entraînent  des  changements  considérables  du 
système.  Celui  ci  se  transforme  en  un  ensemble  de  filaments 
ou  en  un  réseau  très  modifiable  au  sein  du  cytoplasme.  Puis 
l'apport  de  l'eau  imprime  bientôt  à  ce  système  un  caractère 
différent  :  les  réseaux  se  gontlent,  se  transforment  en  grosses 
vacuoles  aqueuses,  en  même  temps  cju'un  produit  de  nouvelle 
formation,  le  tannin,  apparaît  à  son  intérieur  et  que  l'épiderme 
tout  entier  de  la  plantule  se  transforme  en  une  assise  tanni- 
fère  et  plus  tard  anthocyanifère. 

Ainsi,  bien  quecela  soitun  peu  inattendu,  la  mise  en  réserve 
de  l'aleurone  dans  la  graine,  la  production  de  tannin  puis 
celle  d'un  pigment  rouge,  l'antbocyane,  dans  les  plantules, 
tous  ces  modes  d'activité  se  passent  à  l'intérieur  d'une  même 
formation,  l'appareil  vacuolaire,  ou  vacuome  qui  se  perpétue 
à  partir  de  lui-même  depuis  la  graine  jusque  dans  les  plan- 
tules. 

Si  l'on  ne  connaissait  pas  la  dérivation  directe  de  tous  ces 
états  du  vacuome,  il  est  certain  que  l'on  serait  très  embarrassé 
pour  les  expliquer,  car  l'appareil  vacuolaire  se  compoite 
comme  un  véritable  protée  dont  les  modifications  sont  inces- 
santes. 

Dans  le  cas  étudié  du  Pin  maritime,  les  transformations 
dans  la  forme  de  cet  appareil  peuvent  trouver  une  explication. 
D'abord,  l'état  de  grains  d'aleurone  arrondis  et  isolés  se  com- 
prend très  bien  comme  un  stade  de  repos  de  l'appareil  vacuo- 
laire, dans  les  cellules  à  l'état  de  vie  ralentie  de  la  graine  où 
les  mouvements  du  cytoplasme  sont  probablement  extrême- 
ment faibles. 

Dès  que  la  germination  est  mise  en  route  (et  cela  se  pro- 
duit au  bout  de  quelques  heures),  la  reprise  des  mouvements 
cellulaires  entraîne,  avec  l'arrivée  de  l'eau,  des  déformations  de 
l'appareil  qui  se  transforme  en  un  lacis  de  filaments,  puis  en 
un  réseau  dont  la  rapidité  des  changements  de  forme  accuse 
un  métabolisme  intense.  Cependant,  on  constate  que  malgré 
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les  dislocations  que  subit  cet  appareil,  dans  cet  état  oii  l'on 
reconnaîtrait  vainement  les  grains  d'aleurone  primitifs,  celui- 
ci  ne  disparaît  pas,  mais  malgré  la  diminution  de  sa  masse, 
assume  certainement  un  rôle  très  important  par  suite  des 
réactions  chimiques  qui  peuvent  avoir  lieu  sur  sa  surface  mul- 
tipliée. 

Rdle  duvacaome.  — Si  l'on  entreprenait  de  préciser  la  fonc- 
tion de  l'appareil  vacuolaire  à  cette  période  de  la  vie  cellulaire, 
il  faudrait  le  comparera  un  appareil  circulatoire  ou  respiratoire 
dont  la  nécessité  apparaît  à  l'intérieur  d'un  cytoplasme  sur- 
chargé de  gouttelettes  d'huile  qui  sont  évidemment  autant 
d'obstacles  aux  échanges   rapides. 

Une  cellule  est  en  effet  un  organisme  très  compliqué  malgré 
ses  petites  dimensions  et  qui  montre  en  raccourci  les  fonctions 
du  corps  tout  entier. 

Les  vacuoles  ont  été  envisagées  jusqu'à  présent  presque  uni- 
quement sous  leur  aspect  le  plus  commun  qui  est  celui  des 
cellules  adultes  :  ce  sont  alors  des  réservoirs  d'eau,  de  sels,  de 
substances  organiques  solubles  ;  considérées  comme  le  siège 
des  propriétés  osmotiqucs,  on  leur  fait  jouer  un  rôle  impor- 
tant dans  l'absorption  des  aliments  de  la  plante^  dans  la  réali- 
sation de  la  tui-gescence  des  organes,  dans  la  circulation  des 
substances  de  cellule  à  cellule. 

Un  autre  rôle  important  doit  être  attribué  au  système 
vacuolaire  :  c'est  celui  de  magasin  à  réserves  qui  concentre 
dans  les  graines  des  matériaux  principalement  azotés.  Les 
grains  d'aleurone  ne  doivent  plus  être  étudiés  en  eux-mêmes, 
comme  une  substance  de  réserve  spéciale  aux  graines^  appa- 
raissant et  disparaissant  sans  laisser  de  trace  à  la  manière  de 
l'huile  par  exemple,  mais  comme  un  état  particulier  du  sys- 
tème vacuolaire.  En  efl'et,  après  avoir  joué  ce  rôle  d'accumu- 
lation, le  système  vacuolaire  ne  disparaît  pas,  mais  se  perpétue 
dans  les  cellules,  remplissant  dans  la  suite  des  rôles  différents. 

Enfin,  dans  certaines  cellules  dont  la  vie  est  particulièrement 
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active  et  où  les  échanges  sont  considérables,  telles  que  les 
cellules  des  planlules  de  Pin  et  autres  Conifères  et  aussi  les 
éléments  des  bourgeons,  le  système  vacuolaire  transformé  en 
un  dédale  de  filaments  doit  jouer  le  rôle  d'un  appareil  de 
liaison  entre  les  diverses  parties  de  la  cellule.  El^  de  fait,  on 
n'observe  ces  formations  fdamenteuses  des  vacuoles  que  dans 
des  cellules  dont  la  vie  est  intense  et  dont  le  cytoplasme  est  soit 
très  épais,  soit  encombré  de  produits  inertes  tels  que  l'huile. 
Au  contraire,  ces  structures  ne  me  paraissent  pas  liées  à  la 
présence  d'un  produit  particulier  dans  les  vacuoles,  car  on  les 
observe  aussi  bien  dans  un  système  dépomvu  de  tannin.  Elles 
n'existent  que  lorsque  le  vacuome  possède  un  état  physique 
qui  lui  donne  une  consistance  épaisse. 

Le  cas  de  l'épiderme  des  plantules  de  Pin  maritime  pose 
un  problème  assez  particulier,  c'est  celui  de  l'absorption  des 
réserves,  qui  sont  constituées  ici  en  partie,  pai-  l'aleurone  de 
la  graine. 

Nous  nous  sommes  demandé  au  début,  si  les  états  filamen- 
teux du  vacuome  dans  l'épiderme  des  cotylédons,  n'étaient 
pas  dus  à  ce  rôle  d'absorption.  On  pourrait  d'autant  plus  le 
croire,  que  loisque  l'hypocotyle  ou  la  base  des  cotylédons  se 
trouvent  portés  en  dehors  de  la  graine,  où  ils  ne  peuventévidem- 
ment  plus  avoir  de  rôle  absorbant,  leur  épiderme  n'a  plus  que 
des  vacuoles  évoluées  d'assez  grande  taille  et  tannifères. 

Au  contraire,  les  filaments  et  les  réseaux  dépourvus  de 
tannin  persistent  longtemps  dans  la  pointe  des  cotylédons. 
Un  moyen  se  présentait  à  nous  de  décider  de  la  question  : 
lorsfiue  la  plantule  est  très  petite,  les  cotylédons  sont  appli- 
qués les  uns  contre  les  autres  par  leurs  faces  latérales  au  con- 
tact et  l'épiderme  de  leur  face  externe  se  trouve  seul  en  rapport 
avec  l'endosperme  et  seul  il  est  en  mesure  d'être  traversé  par 
les  aliments. 

Or,  si  on  détache  un  cotylédon  sur  une  plantule  vivante 
et  qu'on  le  place  dans  une  solution  de  rouge  neutre  ou  de 
bleu  de  crésyl,  on    constate  que  le  colorant  pénètre  seulement 
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dans  l'épiderme  de  la  face  externe,  alors  que  les  deux  aiilres 
faces  restent  incolores.  C'est  là  un  fait  remarquable,  qui 
montre  que  les  lois  de  l'absorption  d'un  colorant  vital  sont 
les  mêmes  que  celles  des  aliments,  mais  cette  expérience 
prouve  surtout  qu'il  existe  une  différence  très  marquée  entre 
les  pouvoirs  d'absorption  des  faces   d'un  même  cotylédon  (i). 

A  quoi  est  due  cette  différence  ?  Nous  aA  ons  pensé  qu'elle 
pouvait  provenir  du  système  vacuolaire  :  mais  si  l'on  colore 
par  un  séjour  prolongé  dans  le  bain,  l'épiderme  des  faces 
internes,  on  trouve  des  filaments  et  des  réseaux  qui  fixent  le 
colorant  et  sont  en  tous  points  comparables  à  ceux  de  l'épi- 
derme absorbant.  Il  en  résulte  que  l'inégalité  très  marquée 
qui  se  manifeste  dans  les  facultés  d'absorption  doit  être  due 
surtout  à  une  différence  dans  la  pénétrabililé  des  membranes. 

Dans  les  lignes  qui  précèdent,  nous  avons  parlé  à  cbaque 
instant  des  tannins  et  de  leur  apparition  dans  les  vacuoles, 
sans  préciser  par  quels  procédés  nous  avions  opéré  cette  loca- 
lisation. j\ous  allons  maintenant  indiquer,  quels  sont  les 
réactifs  qui  nous  ont  servi,  et  quel  parti  on  peut  tirer  de 
chacun  d'eux. 

h.  LOCALISATION  DES  TANMNS. 

Bichromate  de  K  à  3  0/0.  —  C'est  le  réactif  qui  donne  les 
meilleurs  résultats  pour  la  recherche  du  tannin  et  sa  localisa- 
tion dans  les  tissus  et  à  l'intérieur  des  cellules. 

On  peut  l'employer  seul  :  les  jeunes  plantules  fraîches  sont 
placées  entièi-es  ou  par  fragments  dans  une  assez  grande 
quantité  de  bichromate  ;  au  bout  de  quelques  heures,  l'épi- 
derme prend  une  teinte  jaune  brun  dans  toute  l'étendue  de  la 
zone  tannifère.  L'examen  au  microscope  montre  des  masses 
jaune  brun.  préci[)itées  dans  les  vacuoles  de  toutes  les  cellules 
à  tannin,  mais  on  remaïque  que  les  léseaux,  si  fréquents  dans 

(i)  Celte  différence  de  perméabilité  aux  colorants  vitaux  s'observe  également 
pour  l'embryon  de  la  graine,  bien  qu'il  n'ait  pas  encore  de  fonction  absorbante 
marquée. 
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les   cellules    ^i^a^ltes  ne  se  lelroiivent  plus  après   l'action  du 
réacHf  :  les  trabécules  sont  rompus  et  remplacés  par  des  ali- 
gnements de  globules,  libres  ou  précipités  dans  des  vacuoles. 
Au  contraire^  si  l'on   mélange   du  formol   à  4o  o/o  avec  le 
bichromate,  daus   la  proportion  du   fixateur    de   Regaud,    on 
obtient  une  image  très  fidèle   du  vacuome,   dont  les   réseaux 
même  très  délicats  sont  conservés  tels  qu'ils  étaient  dans  la 
cellule  vivante.   Gomme   ces   l'éseaux   se    trouvent   colorés  en 
brun  par  IciVet  du   bichromate,  il  en  résulte  que  ce  réactif  est 
précieux  dans  l'étude  des  cellules  à  tannin.  Nous  avons  vérifié 
que  la  localisation  est  la  même  que  si  l'on  emploie  le  bichro- 
mate seul.  Enfin,  au  lieu  de  faire  l'essai  des  tannins  dans  le 
bichromate    formol,   mélange    qui   se  trouble    rapidement,    il 
vaut  mieux  fixer  au  pjéalable  des  plantules  dans  du  formol  à 
4o  o/o,  puis  les  traiter  ensuite  par  le  bichromate.  Il  est  facile^ 
en  opéi'ant  de  cette  façon,  de  fixer  une  série  complète  de  plan- 
tules par  le  formol,  puis  de  faire  la  recherche  du  tannin  plus 
tard  au  moyen  du  bichromate.   11  devient  facile  alors  de  con- 
naître sur  quelles  plantules  apparaît  le  tannin  et  quelles  sont 
les  lois  qui  président  à  la  transformation  d'un  épiderme  indif- 
férencié en  un  épiderme  sécréteur. 

Règles  ctupparllion  du  tannin.  —  On  constate  que  l'embryon 
de  la  graine  est  complètement  dépourvu  de  tannin  et  que  les 
très  jeunes  plantules  demeurent  également  complètement  inco- 
lores dans  le  bichromate.  (Stade  de  plantule  très  jeune,  coque 
de  la  graine  non  ouverte).  Dès  que  la  coque  de  la  graine  s'est 
ouverte  sous  l'effet  de  la  poussée  germinative,  le  tannin  se 
montre  dans  les  cellules  épidermiques  de  la  radicule.  Dans 
l'hypocotyle  et  dans  les  cotylédons,  l'épiderme  ne  brunit  pas 
encore  et  l'examen  microscopique  des  cellules  n'y  montre  pas 
de  précipitations  brunes.  Seuls  les  tubes  sécréteurs  (i)  sous 
épidermi(jues  se  colorent  et  apparaissent   comme   de   courtes 

(i)  Ces  tubes  sécréteurs  ont  clé  signalés  chez  les  plantules  de  Gymnospermes  par 
M.  Gliauveaud. 
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lignes  brunes  ;  on  constate  au  microscope  que  les  liibos  sont 
déjà  assez  allongés,  mais  qu'ils  ne  se  colorent  pas  dans  toute  leur 
étendue. 

Sur  une  plantule  un  peu  plus  âgée,  les  tubes  sécréteurs  sont 
plus  longs.  L'épidermc  de  la  radicule  se  colore  comme  précé- 
demment, mais  en  outre,  la  base  de  Thypocotyle  commence  à 
son  tour  à  devenir  sécrétrice.  Plus  tard,  l'hypocotyle  tout 
entier  devient  tannifère,  puis  la  base  des  cotylédons. 

L'extrême  pointe  des  cotylédons  reste  longtemps  dépourvue 
de  tannin  et  reste  blanchâtre  après  l'action  du  bichromate 
jusque  dans  les  plantules  ayant  2  ou  3  cm.  de  longueur, 
c'est-à-dire  à  peu  près  tant  que  les  cotylédons  ont  un  rôle 
absorbant  au  contact  de  l'endosperme. 

Lorsque  les  cotylédons  sont  proches  de  leur  épanouissement, 
on  peut  faire  quelques  remarques  sur  la  répartition  du  tannin 
dans  l'épiderme  :  toutes  les  cellules  épidermiques  de  la  face 
externe  ou  des  faces  internes  du  cotylédon  sont  tannifères,  à 
l'exception  toutefois  des  cellules  stomatiques  qui  se  détachent 
en  clair  sur  l'épiderme  coloré  en  brun  par  le  bichromate  ;  (i) 
Il  y  a  des  tubes  sécréteurs  sous  épidermiques  sur  les  trois 
faces  (Essai  au  moyen  de  bichromate  pendant  48  heures). 

Dans  l'hypocotyle,  de  même,  le  bichromate  montre  du  tan- 
nin dans  toutes  les  cellules  sauf  dans  les  cellules  stomatiques. 

Cette  abondance  du  tannin  dans  l'épiderme  des  jeunes 
plantules  donne  toute  sa  valeur  à  nos  observations  relatées 
précédemment  sur  les  colorations  vitales.  En  effet,  si  l'on  fait 
exception  des  cellules  stomatiques.  faciles  à  distinguer  grâce  à 
leur  disposition  spéciale,  on  voit  que  l'évolution  des  cellules 
épidermiques  consiste  dans  la  succession  des  étapes  suivantes  : 
1°  cellules  à  vacuome  aleuiique  ;  2"  cellules  à  vacuome  fila- 
menteux ou  réticulé  non  tannifère  ;  3°  cellules  à  vacuome 
tannifère  (réticulé  ou  non).  Un  quatrième  stade  est  constitué, 
nous  l'avons  vu,  par  les  cellules  à  vacuome  anthocyanifère. 

(i)  Elles  contiennent  en  réalité  une  très  petite  quanlitù  de  tannin,  et  leur  colo- 
ration vitale  n'est  pas  métachomatique. 
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Acide  osmiqiie  i"/o-  —  Ce  réactif  si  sensible  des  tannins  ne 
peut  nulleuicnt  remplacer  le  bichromate  clans  la  recherche 
du  tannin  des  planlules,  parce  qu'il  est  réduit  en  même  temps 
par  les  huiles  qui  sont  très  abondantes  dans  les  jeunes  plaii- 
tules.  Cependant,  on  arrive  avec  un  peu  d'habitude  et  sur  des 
coupes  tangentielles  très  minces  d'épiderme,  à  distinguer  la  cou- 
leur noire  du  vacuome  tannifère,  de  la  teinte  brunâtre  prise  par 
les  globules  d'huile.  Cela  suffît  pour  constater  que  la  disposition 
des  cellules  tannifères  se  révèle  identique  par  ce  procédé  à  celle 
que  montre  le  bichromate.  D'ailleurs,  lorsque  la  plantule  a 
quelques  centimètres,  Ihuile  n'est  plus  gênante  parce  qu'elle 
est  beaucoup  moins  abondante  et  l'acide  osmique  peut  rendre 
exactement  les  mêmes  services  que  le  bichromate,  car  il  fixe  le 
vacuome  dans  ses  détails  (réseaux). 

Sels  de  fer.  —  Le  peichlorure  de  fer  est  un  mauvais  réactif 
microchimique  des  tannins,  car  il  désorganise  la  cellule.  Il 
colore  bien  les  tubes  sécréteurs  en  noir  ou  brun  noir,  mais 
donne  de  moins  bons  résultats  dans  les  cellules  épidermiques. 

Àcétokmgstate  de  soude.  —  Le  tannin  des  vacuoles  ne  se 
colore  par  ce  réactif  que  lorsqu'il  est  en  quantité  notable, 
comme  dans  les  vacuoles  de  la  radicule.  Il  forme  alors  des 
masses  de  couleur  Jaune  fauve  ;  dans  l'hypocotyle,  à  l'époque  où 
celui-ci  est  peu  tannifère,  il  se  précipite  de  petits  granules 
qui  paraissent  incolores.  La  localisation  des  cellules  tannifères 
est  la  même  qu'avec  le  bichromate  et  l'acide  osmique. 

Hypochlorite  de  soude.  —  Ce  réactif  donne  une  coloi-ation 
jaune  citron  dans  les  vacuoles  tannifères.  Dans  quelques  cas,  la 
teinte  prise  est  jaune  vert  très  nettement.  Ces  colorations 
s'observent,  bien  entendu,  après  une  action  ménagée  de 
l'hypochlorite,  car  si  l'effet  est  prolongé,  il  se  produit  comme 
Ton  sait  une  destruction  complète  du  contenu  cellulaire.  Ce 
réactif  est  considéré  comme  indiquant  la  présence  d'acide 
ellarjique. 
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Réactif  de  Coartonne.    -  (Acétate  neutre  de  plomb). 

Après  un  Contact  de  2^  heures,  on  constate  un  précipite 
jaune  grisâtre  dans  les  cellules  tannifères  de  l'hypocotyle.  Ce 
réactif  donne  au  contraire  un  précipité  formé  de  petits  grains 
verts  dans  les  vacuoles  à  anthocyane. 

Les  tubes  sécréteurs  se  colorent  en  jaune  grisâtre. 

B.    —    Etudes   «le.*>  autres»   Iiun«?es    collulaîros     daii!^     !a 
plaiitule    do    Piiï    iiiai'itiiiio. 

Dans  les  pages  précédentes,  révolution  vacuolaire  a  été 
suivie  avec  détail^  dans  un  seul  tissu,  l'épidermedes  cotylédons 
et  de  l'hypocotyle  chez  la  plantule;  il  est  nécessaire  en  effet, 
pour  des  recherches. aussi  délicates,  de  se  limiter  à  une  seule 
lignée  cellulaire  et  de  l'étudier  complètement,  car  les  résultats 
obtenus  ont  une  importance  théorique  très  grande  qui  dépasse 
beaucoup  le  simple  exposé  des  faits  :  il  s'agit  en  eilet  de 
prendre  parti  au  sujet  de  questions  telles  que  celles  ci  :  les 
vacuoles  constituent-elles  un  système  d'éléments  autonomes:' 
peuvent  elles  apparaître  de  novo  dans  un  cytoplasme 
précédemment  homogèneP  L'évolution  de  Taleurone  telle  que 
nous  venons  de  la  décrire,  prouve  nettement  que  les  Aacuoles 
dérivent  toujours  d'autres  vacuoles  ou  de  corpuscules  vacuo- 
laires  préexistants,  et  que  par  conséquent  elles  ne  se  forment 
jamais  de  novo. 

Les  autres  tissus  de  l'embryon  du  Pin,  renfermant  des  grains 
d'aleurone  tout  comme  l'épiderme;  il  est  déjà  certain  par 
analogie  que  ces  grains  se  transforment  en  vacuoles  [XMulaiil 
la  germination,  mais  il  est  naturellement  plus  difRcilc  de 
suivre  leur  évolution  au  moyen  de  colorations  vitales,  car  il 
est  nécessaire  d'opérer  les  colorations  sur  des  conpes.  — 
Toutefois,  il  n'y  a  pas  là  une  difTiculté  insurmontable. 

Lorsque  la  plantule  de  Pin  maritime  est  jeune,  on  peut  faci- 
lement la  séparer  en  deux  moitiés  longitudinales  au  moyen 
du   rasoir.  Les  deux  parties  ainsi  isolées  peuvent  être  ensuite 


—  108  — 

colorées  dans  une  solution  de  rouge  neutre  ou  de  bleu  de 
crésyl  et  l'on  obtient  de  bonnes  colorations  vitales  dans  les 
cellules  vivantes  qui  se  trouvent  un  peu  au-dessous  de  la  sur- 
face de  section. 

On  constate  de  cette  façon  que  les  grains  d'aleurone,  au 
cours  de  leurs  transformations,  resteut  toujours  colorables 
vitalement.  Leur  évolution  pendant  la  germination  consiste 
en  une  liquéfaction  progressive  qui  aboutit  au  système  des 
vacuoles  de  la  plantule. 

A  ce  sujet,  il  existe  de  nombreuses  variantes.  Dans  les  cel- 
lules de  récorce  et  de  la  moelle,  les  grains  d'aleurone  sont 
volumineux  de  forme  ovale  et  renferment  un  globoïde. 
Lorsqu'ils  se  transforment  en  vacuoles,  leur  substance  fonda- 
mentale devient  de  plus  en  plus  liquide  et  le  volume  du  grain 
augmente.  En  cet  état,  le  grain  est  déjà  translormé  en  une 
petite  vacuole  et  la  paroi  de  celle  ci,  facilement  dépressible,  se 
déforme  sous  l'effet  des  pressions  à  son  coutact,  d'oii  résultent 
les  formes  un  peu  irrégulières  ou  étoilées  qu'on  observe  à  ce 
moment.  Le  globoïde,  assez  longtemps  visible  comme  une 
inclusion  incolore,  finit  par  disparaître. 

A  mesure  que  le  suc  aleurique  devient  moins  épais,  il  se 
montre  plus  facile  à  précipiter  et  dans  les  colorations  vitales  il 
est  fréquent  d'observer  le  dépôt  de  corpuscules  variés,  très 
colorés,  qui  s'appliquent  sur  les  parois  des  vacuoles. 

En  cet  état,  les  vacuoles  aleuriques  ayant  perdu  leurs  inclu- 
sions dissoutes  et  possédant  un  suc  peu  épais,  ne  diffèrent  pas 
sensiblement  des  vacuoles  typiques.  D'autre  part,  leur  suc  qui 
était  assez  alcalin  au  début,  (teinte  rouge  brique  du  rouge 
neutre),  est  devenu  neutre  ou  légèrement  acide,  (teinte  rose  du 
rouge  neutre). 

Il  est  assez  fréquent  d'observer  dans  les  cellules  de  paren- 
chyme dont  nous  venons  de  parler,  (écorce  et  moelle),  à  côté 
des  gros  corps  aleuriques  à  inclusion  précédemment  cités,  de 
petits  grains  d'aleurone  sans  inclusion  qui  les  accompagnent. 
Ces  grains  ne  sont  pas  des  néoformations,  car  ils  existent  déjà 
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dans  la  graine  ;  au  cours  de  la  germination,  ils  se  comporlent 
d'une  façon  un  peu  diflerente  de  celles  des  gros  grains  à 
inclusions^  car  ils  prennent  sous  reflet  des  pressions  internes 
des  formes  allongées  qu'on  ne  saurait  mieux  comparer  qu'à 
celles  développées  dans  l'épiderme.  Ils  finissent  par  se 
fusionner  avec  les  autres  vacuoles. 

En  dehors  des  parenchymes,  il  y  a  dans  les  autres  tissus  de 
l'embryon  de  Pin,  des  grains  d'aleurone  petits  et  sans  inclu- 
sion comparables  à  ceux  de  l'épiderme;  il  en  est  ainsi  dans 
le  méristème  terminal  de  la  radicule,  dans  le  méristème  vas- 
culaire  de  l'hypocotyle  et  des  cotylédons,  enfin  dans  la 
gemmule. 

Dans  le  méristème  vasculaire,  les  colorations  vitales  sur 
coupes,  montrent  que  l'évolution  de  l'aleurone  en  vacuoles  a 
lieu  avec  passage  intermédiaire  par  des  formes  filamenteuses 
et  des  réseaux,  (fig.   i'],pL  II). 

Dans  la  gemmule  une  évolution  analogue  se  produit; 
comme  elle  est  plus  facile  à  observer,  nous  l'avons  suivie  en 
détail. 

Gemmule.  —  Dans  la  graine  mûre,  la  gemmule  constitue  une 
zone  en  forme  de  coussinet  située  entre  les  cotylédons.  On 
peut  colorer  vitalement  les  cellules  de  cette  région  au  moyen 
du  rouge  neutre  qui  met  en  évidence  de  nombreux  petits 
grains  d'aleurone  arrondis^  sans  inclusions,  répartis  unifor- 
mément dans  un  cytoplasme  épais  et  oléifère.  Ces  petits  corps 
sont  à  ce  moment  de  réaction  alcaline,  car  ils  prennent  une 
teinte  jaune  orangée  {fig.  i  i,  pi.  II). 

Au  moment  de  la  germination,  il  apparaît  sur  le  point  de 
végétation  des  protubérances  correspondant  aux  futures  feuilles 
et  qui  sont  disposées  en  plusieurs  verliciiles.  Lorsque  la 
plantule  a  une  racine  de  un  centimètre  environ^  les  jeunes 
feuilles  du  verlicille  externe  sont  déjà  individualisées  et  pré- 
sentent une  forme  triangulaire;  leur  longueur  est  encore  très 
faible.  Les  cellules  épidermiques  ont  leur  vacuome  formé  de 
filaments  ou  de  réseaux  d'une  finesse  extrême,  dont  la  couleur 
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est  orangée,  indiquant  toujours  une  nature  un  peu  alcaline  de 
la  substance  dont  il  sont  formés  [Fig.  i5,  pi.  II).  Ces  réseaux 
sont  très  modifiables.  Il  n'y  a  pas  de  doute  qu'ils  proviennent 
des  giains  d'aleurone  présents  dans  les  cellules  embryonnaires 
de  la  gemmule,  dans  la  g-raine.  Ceux-ci  subissent  donc  dans  la 
gemmule  une  évolution  comparable  à  ce  qui  se  passe  dans 
répiderme  des  cotylédons. 

La  transformation  ultérieure  en  grandes  vacuoles  peut 
s'observer  facilement  sur  des  plantules  de  même  âge,  car  déjà 
l'évolution  des  vacuoles  est  plus  avancée  dans  la  pointe  de  la 
jeune  feuille,  où  les  vacuoles  sont  assez  grandes,  prennent  déjà 
une  réaction  acide  et  se  colorent  en  brun  ou  en  rouge. 

Sur  les  feuilles  des  plantules  plus  âgées^  les  cellules  à 
vacuome  filamenteux  ou  réticulé  sont  beaucoup  plus  rares  et  elles 
ne  s'observent  plus  qu'à  la  base;  quant  aux  cellules  à  vacuoles 
évoluées  qu'on  observe  dans  la  plus  grande  partie  du  limbe, 
elles  sont  à  divers  stades  de  transformation.  Nous  avons  cons- 
taté, non  sans  surprise,  que  les  grosses  vacuoles  qui  sont 
refoulées  aux  extrémités  de  la  cellule  par  suite  de  la  position 
centrale  <lu  noyau,  restent  reliées  entre  elles  par  de  fins  trabé- 
culcs  anastomosés  eux-mêmes  en  réseau  dont  l'ensemble 
forme  une  sorte  de  corbeille  autour  du  noyau  [fig.  i8,  pi.  II). 

11  y  a  là  certainement  un  dispositif  extrêmement  favorable 
aux  échanges  :  il  est  bien  probable  que  ces  relations  de  grosses 
vacuoles  entre  elles  ont  dû  passer  inaperçues  dans  un  grand 
nombre  de  cas.  En  effet,  si  l'on  ne  fait  pas  de  coloration 
vitale,  les  trabécules  très  fins  qui  sont  autour  du  noyau  ne  se 
distinguent  pas  aisément  :  surtout,  ils  sont  extrêmement  sen- 
sibles aux  modifications  de  la  tension  superficielle  et  ne  tardent 
pas  à  se  résoudre,  sous  les  yeux  de  l'observateur,  en  un  certain 
nombre  de  vacuoles  à  contours  ari'ondis  et  de  tailles  diverses. 

Remarquons  que  dans  les  plus  jeunes  feuilles  primordiales, 
lorsque  le  vacuome  est  à  l'état  de  réseau  ténu,  il  est  absolu- 
ment invisible  sans  coloration  ;  sa  coloration  vitale  se  fait 
progressivement,  et  l'intensité  de  la  teinte  s'accroît  peu  à  peu, 
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ce  qui  prouve  bien  l'anlhenticité  indiscutal)le  de  ces  éléments 
qui  appartiennent  à  la  celJuic  vivaiitc  et  ne  sont  aucunement 
modiliés  par  l'entrée  du  colorani  vital  au  début  dune  observa- 
tion. Lorsque  le  >acuomese  trouve  au  stade  de  réseau  assez  gros, 
et  qu"il  est  tannifère,  il  devient  réfringent  et  il  est  alors  visible 
directement  dans  les  cellules  vivantes  sans  aucun  artilice. 
C'est  encore  là  un  moyen  qui  permet  de  s'assuier  de  la  réalité 
des  images  fournies  en  coloration  vitale,  car  il  sufiil  d'un  peu 
de  bleu  de  crésyl  introduit  sous  la  lamelle  pour  colorer  ces 
réseaux  sans  modification.  D'ailleurs,  si  l'on  observe  fréquem- 
ment la  transformation  d'un  réseau  vacuolaire  eu  petites 
vacuoles  séparées,  à* la  suite  d'un  examen  microscopique  pro- 
longé, l'invei'se  n'a  jamais  lieu  :  les  réseaux  vacuabiires  soiil 
donc  bien  un  des  aspects  normaux  du  vacnome  sons  CinJUience 
des  phénomènes  de  la  vie  cellul<dre. 

Nous  avons  fait  l'essai  de  l'acide  osmiquc  sur  les  jeunes 
feuilles.  La  réduction  a  lieu  au  contact  des  vacuoles  à  tannin 
qui  sont  abondantes  au  sommet  d'une  jeune  feuille  ayant  i  milli- 
mètre de  longueur.  Le  tannin  apparaîtde  bonne  heure,  car  l'acide 
osmique  colore  et  fixe  des  réseaux  parfois  très  fins  sans  altérer 
sensiblement  leur  forme.  On  trouve  cependant  à  la  base  d'une 
feuille  suffisamment  jeune,  des  cellules  moins  différenciées  qui 
ne  réagissent  pas  et  doivent  être  encore  dépourvues  de  com- 
posés pbénoliques  :  elles  correspondent  aux  cellules  dont  le 
vacuome  est  en  réseau  orangé.  Comme  d'autre  part  les  grains 
d'aleurone  dont  dérivent  les  vacuoles,  n'oil'rent  dans  la  graine 
aucune  des  réactions  du  tannin,  il  est  certain  que  l'apparition 
de  ces  composés  ne  constitue  qu'un  stade  de  l'évolution 
chimique  du  vacuome,  ce  qui  est  conforme  à  ce  que  nous 
connaissons  ailleurs. 

Les  cellules  à  grains  d'aleurone  et  celles  à  l'intérieui-  des- 
quelles, à  la  germination,  on  colore  des  réseaux  orangés,  sont 
des  éléments  qin  ne  montrent  aucun  système  de  vacu(des  sur 
le  vivant,  sans  coloration.  On  pourrait  croire  (ju'il  s'agit  de 
cellules  à  cytoplasme  plein,   d'où  l'intérêt  (jue  présente   leur 
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coloration  vitale.  Au  contraire,  dès  que  le  système  renferme 
du  tannin,  il  devient  réfring-ent  et  l'on  pourrait  croire  que 
l'on  assiste  alors  à  une  néoformation  des  vacuoles  :  en  réalité, 
il  n'en  est  rien  comme  nous  venons  de  le  démontrer. 

G.  -  Etude  de  la  plaiitule  de  Pin  maritinie 
aprèN  fixation  et  coloration. 

11  existe  un  excellent  procédé  pour  mettre  en  évidence 
l'aleurone  dans  les  diverses  parties  de  la  graine  ;  il  consiste  à 
employer  la  méthode  de  Regaud.  Dans  ces  conditions,  la 
substance  fondamentale  des  grains  d'aleuroftie  fixe  avec  énergie 
l'hématoxyline  et  se  colore  en  noir  ;  on  peut  alors  caractériser 
dans  l'embryon  de  Pin  plusieurs  sortes  de  grains  d'aleurone, 
qui  correspondent  à  ceux  que  nous  avons  distingués  précé- 
demment au  moyen  d'observations  vitales. 

Dans  l'épiderme  des  cotylédons  et  de  l'hypocotyle,  nous 
avions  reconnu  de  petits  grains  sans  inclusions.  Après  fixation 
et  coloration,  ces  cellules  montrent  les  mêmes  corps  aleu- 
riques  teints  en  noir  intense  par  l'hématoxyline.  Lorsqu'on 
régresse  suffisamment  la  préparation,  on  peut  en  observer  qui 
sont  décolorés  partiellement  et  gardent  seulement  une  couleur 
gris  pâle.  Ces  grains  n'ont  subi  du  fait  de  la  fixation  aucune 
rétraction  et  ils  ne  sont  entourés  d'aucune  auréole  hyaline, 
comme  ce  serait  le  cas  s'il  y  avait  contraction  de  leur  subs- 
tance {fuj.  3  et  [\,  pi-  A/10- 

Ils  peuvent  se  présenter  sous  plusieurs  états  ;  quelquefois 
ils  sont  colorés  en  totalité  ;  plus  souvent  leur  protéine  est 
précipitée  sous  Faction  du  fixateur,  à  l'état  de  petits  granules 
libres  dans  le  minuscule  vacuole,  ou  bien  sous  forme  d'un 
croissant  coloré  sur  les  parois,  ce  qui  pourrait  faire  croire  à 
l'existence  d'un  globoïde.  Parfois  même,  la  structure  est  telle 
qu'elle  rappelle  celle  d'un  grain  à  deux  globoïdcs.  Les  grains 
d'aleurone  sont  entourés  d'une  mince  couche  de  cytoplasme  ; 
celui-ci  dessine  un  réseau  irrégulier  coloré  en  gris,    dans  les 
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mailles  duquel  se  trouvaient  les  globules  d'huile  :  ces  derniers 
ayant  été  dissouts  au  cours  du  montage  des  préparations, 
apparaissent  comme  autant  d'espaces  clairs  (i).  Dans  les  tra- 
bécules  du  réseau  protoplasmique  se  trouvent  de  petites  gra- 
nulations :  les  unes  assez  grosses,  en  courts  bâtonnets  ou  en 
grains,  correspondent  aux  plastes^  les  autres  beaucoup  plus 
petites  sont  très  probablement  des  microsomcs  {fig.  i,  pi.  XII). 
Les  plastes  sont  parfois  producteurs  d'amidon,  comme  on  peut 
l'observer  en  faisant  agir  de  l'eau  iodée  sur  la  préparation,  ou 
mieux  encore  sur  une  coupe  d'embryon  frais. 

En  dehors  de  l'épiderme,  la  méthode  de  Regaud  permet  de 
reconnaître,  qu'il  existe  dans  d'autres  régions  de  l'embryon,  de 
petits  grains  d'aleurone  de  même  sorte  que  ceux  de  l'épiderme 
et  qui  correspondent  aux  élément  colorés  vitalement  et  décrits 
précédemment. 

Cellules  de  la  gemmule.  —  Les  cellules  de  la  gemmule  con- 
tiennent comme  l'épiderme  des  grains  d'aleurone  sans  inclu- 
sions ;  après  fixation  et  coloration  au  moyen  de  la  méthode  de 
Regaud  on  les  met  très  bien  en  évidence  {jig.  3.  pi.  MI).  Ce  sont 
des  grains   arrondis,  de  tailles  diverses,    ((ui  fixent  fortement 
l'hématoxyline  et  se  teignent  en  noir  foncé  :  leur  nombre  est 
élevé.  Us  sont  séparés  les  uns  des  autres  par  des  espaces  clairs, 
provenant  de  la    dissolution  de    l'huile  et  le    cytoplasme   lès 
entoure  étroitement.  Ces  grains  d'aleurone,  qui  représentent  ici 
l'appareil    vacuolaire  de  la   cellule,  se   colorent  donc   absolu- 
ment comme  le  feraient  des  plastes  et  sans  aucune  rétraction  {2). 
En  dehors  des   grains  d'aleurone,  il  y  a  de  petites   granula- 
tions dont  la  taille  se   rapproche  beaucoup  de  celle  des    plus 
petits  grains  d'aleurone^   de  sorte  qu'il  y  a  là  une  viaie  diffi- 
culté pour  distinguer  ce  qui  correspond  aux  plastes  et  ce  qui 
correspond  aux  grains  d'aleurone.   Cependant  si  l'on  régresse 

(i)  Ces  espaces  clairs  ne  doivent    pas  èlrc    pris   pour  des  vacuoles  lesquelles  sont 
inexistantes  et  représentées  en  puissance  par  les  grains  d'aleurone. 
(2)  Ils  se  colorent  en  totalité  et  leur  contenu  se  précipite  rarement. 
Dangeard  8 
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suffisamment  la  préparation,  les  plastes  et  les   microsomes  se 
décolorent  complètement,  tandis  que  l'aleurone  reste   colorée. 

Cellules  des  Jalsceaax  procambiaux.  —  Celles  qui  sont  au  voi- 
sinage des  initiales  et  les  initiales  elles-mêmes,  ont  un  contenu 
épais,  renfermant  une  grande  quantité  de  grains  d'aleurone 
fortement  colorés  en  noir  par  riiématoxyline.  Là  aussi  il  est 
très  difficile  de  distinguer  les  grains  d'aleurone  des  granu- 
lations étrangères  au  vacuome.  On  peut  affirmer  cependant 
que  tous  les  éléments  sont  granuleux  (/?r/.  2,  pi.  A//). 

Gomme  exemple  de  cellule  renfermant  des  grains  d'aleurone 
à  inclusions  nous  pouvons  décrire  une  cellule  parenchyma- 
teuse  de  l'hypocotyle. 

Cellules  de  parenchyme.  —  Ce  sont  des  cellules  assez  grosses, 
généralement  rectangulaires  sur  les  coupes  longitudinales; 
elles  renferment  un  gros  noyau  central  assez  souvent  déformé. 
La  cytoplasme  forme  un  réseau,  dont  les  mailles  entourent 
les  inclusions  abondantes,  représentées  par  l'aleurone  et  par 
l'huile.  Comme  les  globules  dhuile  ont  été  dissous,  il  ne  reste 
plus  à  leur  place  que  des  espaces  clairs,  qu'il  ne  faudrait  pas 
confondre  avec  des  vacuoles. 

Les  grains  d'aleurone  sont  nombreux  et  presque  tous  de 
grande  taille,  leur  forme  est  arrondie  ou  ovale  ;  ils  contiennent 
un  ou  deux  globoïdcs  incolores,  tandis  que  la  substance  fonda- 
mentale est  colorée  par  l'hématoxyline  en  noir  ou  en  gris 
foncé  suivant  l'état  plus  ou  moins  régressé  de  la  préparation.  Il 
existe  ordinairement  de  petits  grains  d'aleurone  d'une  taille 
beaucoup  plus  petite  en  compagnie  des  précédents  ;  ils  peuvent 
être  dépourvus  d'inclusions  et  dans  ce  cas  se  colorent  en  tota- 
lité par  l'hématoxyline  {firj.  3,  pi.  XIV). 

En  dehors  des  enclaves  du  cytoplasme,  il  y  a  un  système 
de  plastes  arrondis  ou  ovales  ;  ils  sécrètent  de  l'amidon  dans  la 
graine  abondamment. 

Cette  étude  de  lembryon  de  la  graine,  fixée  et  colorée  sui- 
vant   la   mélbodc  de  Regaud,    confirme   et  complète   ce   que 
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nous  avions  appris  déjà  au  moyen  de  la  méthode  vitale.  Elle 
montre  entre  autres  résultats  intéressants,  que  les  grains 
d'aleurone  ne  sont  jamais  à  l'intérieur  de  vacuoles,  mais  sont 
entourés  directement  par  le  cytoplasme;  il  n'existe  pas  de 
vacuoles  à  proprement  parler  dans  les  tissus  de  l'embryon 
d'une  graine,  mais  seulement  un  système  d'éléments  vacuo- 
laiies  compacts,  les  grains  d'aleurone,  qui  sont  fixés  sans 
aucune  contraction  de  leur  substance  à  l'intérieur  du  cyto- 
plasme et  se  colorent  d'une  manière  intense  par  l'hématoxyline. 
Ces  grains  lorsqu'ils  sont  petits  et  sans  inclusion^  (épiderme, 
gemmule,  méristème  vasculaire),  peuvent  être  confondus  avec 
les  globules  d  huile  si  l'on  emploie  un  fixateur  osmié  (liquide  de 
Laguesse).  La  méthode  vitale  est  très  utile  dans  ce  cas  pour 
interpréter  les  préparations. 

La  méthode  de  Regaud  est  donc  très  favorable  à  l'étude  de 
la  graine  ;  elle  se  montre  au  contraire  en  partie  défectueuse 
lorsqu'il  s'agit  de  suivre  l'évolution  de  l'aleurone  pendant  la 
germination. 

^Germination.  —  Il  faudrait  comme  précédemment  suivre 
l'évolution  de  chaque  lignée  cellulaire.  Nous  n'avons  pas 
l'intention  de  le  faire;  il  n'y  a  en  somme  que  deux  catégories 
principales  de  cellules  assez  dissemblables,  celles  des  méris- 
tèmes  (y  compris  Tépiderme)  et  celles  des  parenchymes. 

Dans  les  mérislèmes,  l'évolution  de  l'aleurone  est  particuliè- 
rement difficile  à  suivre  au  cours  de  la  germination  ;  les  petits 
grains  d'aleurone  déjà  peu  distincts  des  plastes  dans  la  graine, 
deviennent  méconnaissables  ;  on  ne  les  reconnaît  guère  que 
dès  le  début  de  la  germination  (f(j.  6,  pi.  XIP.  Ils  ont  alors  les 
mêmes  caractères  que  ceux  de  la  graine.  Plus  tard  ils  se  trans- 
forment en  filaments  et  en  réseaux  délicats  comme  nous  le 
savons,  mais  ceux-ci  ne  sont  pas  fixés  ;  ils  doivent  être  repré- 
sentés par  de  minces  canalicules  incolores  que  l'on  voit  qnclque- 
fois.  Ces  minces  boyaux  doivent  contenir  un  contenu  colorable 
plus  ou  moins  précipité,  mais  il  est  impossible  de  faire  aucune 
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distinction   dans  des  cellules  aussi   petites  entre  les   granules 
vacuolaires  et  ceux  qui  représentent  des  plastes  ou  des  micro- 

somes. 

D'autre  part,  les  inclusions  dhuile  qui  sont  dissoutes  laissent 
après  elle  autant  d'espaces  claiis  que  nous  n'avons  aucun 
moyen  de  distinguer  des  vraies  lacunes  vacuolaires. 

Pour  toutes  ces  raisons,  la  méthode  de  Regaud  se  montre 
inférieure  à  la  méthode  des  coloraiions  vitales,  sans  laquelle 
l'on  ne  saurait  pas  jusqu  à  présent  reconnaître  l'évolution  de 
l'aleurone  si  particulière  des  cellules  méristématiques. 

Dans  les  cellules  de  parenchyme  la  distinction  des  éléments 
au  cours  de  la  germination,  quoique  fort  difficile,  peut  être 
faite  beaucoup  mieux. 

Le  caractère  principal  du  cytoplasme  est  d'être  vacuo- 
lisé,  mais  les  vacuoles  ne  sont  pas  toutes  de  même  nature  ; 
les  uneS;,  petites  et  arrondies  correspondent  certainement  à  de 
petits  espaces  occupés  par  de  l'huile  dans  la  cellule  vivante, 
les  autres,  plus  grandes,  de  forme  irrégulière  et  même 
fdamenteuse,  sont  des  vacuoles  d'origine  aleurique.  Il  n'y  a  pas 
de  distinction  nette  à  faire,  sauf  lorsqu'on  trouve  des  corpus- 
cules colorés  dans  ces  vacuoles  :  on  sait  alors  qu'il  ne  s'agit 
pas  d'une  lacune  d'origine  oléagineuse  [ficj.  5,  pi.  XII). 

Les  grains  d'aleurone  non  transformés  en  vacuoles  et  gardant 
leur  forme  et  leur  aspect  caractéristiques,  s'observent  assez 
longtemps  (plantules  de  2  cm.  long  et  plus),  c'est  dans  les 
cotylédons  qu'on  les  observe  le  plus  longtemps.  Leur  protéine 
peut  se  présenter  non  précipitée  et  colorée  par  l'hématoxylinc 
en  noir,  soit  d'une  façon  homogène,  soit  sous  forme  d'un  fin 
dépôt  granuleux  à  l'intérieur  de  la  vacuole  (fig.  4,  7>  8,  pi.  MI). 

La  méthode  de  Regaud'  donne  peu  de  renseignements  sur 
le  mode  d'évolution  de  l'aleurone.  En  effet,  lorsque  les  grains 
sont  partiellement  transformés  en  vacuoles,  on  distingue  mal 
celles-ci  des  lacunes  d'origine  oléagineuse  et  il  est  impossible 
de  se  faire  une  opinion  par  ce  procédé  sur  une  néoformation 
possible  de  vacuoles,  au  cours  de  la  germination.  Cette  foi-ma- 
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tion  (le  novo,   paraît  impossible  à  admettre  après   les  résultats 
obtenus  dans  les  préparations  vitales. 

Acôtéde  l'aleurone  existe  le  système  des  plastcs  fort  net,  sur 
tout  dans  le   parenchyme  cotylédonnaire.  Leur  forme  est  nor- 
male, arrondie,  ovale  et  souvent  en  massue.  Ils  présentent  de 
j)ctitcs  vésicules  claires  sur  leur  trajet,  correspondant  à  de  l'ami- 
don (//■(/.  7,  8,  9    18,  pi.  XII). 

Les  microsomes  forment  aussi  un  système  très  distinct. 

Tubes  sécréteurs.  —  Ces  éléments  ont  été  décrits  par 
M.  Chauveaud  dans  les  plantules  de  Conifères.  Ce  sont  des  tubes 
allongés  qui  se  développent  d'une  façon  considérable  dans 
les  jeunes  germinations  :  plus  tard  ils  sont  absents  en  général. 

Leur  étude  histologique  n'a  pas  été  faite  et  les  descriptions 
de  M.  Chauveaud  ne  nous  apprennent  pas  s'il  s'agit  de  tubes 
plurinucléés  ou  mononucléés,  ni  quel  genre  de  sécrétion  est 
contenu  dans  ces  tubes.  11  est  donc  nécessaire  que  nous  don- 
nions quelques  détails  à  ce  sujet. 

Les  coupes  en  série  permettent  de  s'assurer  que  les  tubes 
sécréteurs  sont  toujours  unicellulaires  et  uninucléés.  Ils  sont 
formés  par  une  seule  cellule,  qui  subit  un  allongement  très 
considérable,  ce  qui  peut  lui  donner  une  longueur  totale  de 
plusieurs  millimètres  alors  que  la  largeur  ne  dépasse  pas  une 
trentaine  de  [^  {/hj.   10,  pi.  Ail). 

Le  noyau  est  unique,  mais  d'une  taille  très  grande  et  il  est 
allongé  dans  le  sens  de  la  longueur  du  tube.  Il  montre  à  'sa 
surface  plusieurs  nucléoles  très  gros  disposés  en  ligne. 

La  substance  sécrétée  est  contenue  dans  deux  très  grandes 
vacuoles,  remplissant  une  bonne  partie  du  diamètre  du  tube 
et  s'étendant  dans  toute  sa  longueur. 

Par  suite  de  la  disposition  des  vacuoles,  le  cytoplasme  se 
trouve  réduit  à  une  mince  couche  pariétale  dans  la  plus 
grande  partie  de  la  longueur  du  tube  et  ce  n'est  (jue  dans  la 
région  qui  avoisine  le  noyau,  ainsi  qu'aux  extrémités^  que  son 
abondance  est  un  peu  plus  grande. 
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Celte  couche  jiaiiétalc  est  très  intéressante  par  la  distinc- 
tion très  nette  qu'elle  montie  entre  les  éléments  cytoplas- 
niiques.  Les  uns  sont  des  plastes  très  caractérisés,  qui  sont 
pourvus  sur  leur  trajet  d'une  petite  vésicule  incolore.  Celle- 
ci  représente  très  probablement  de  l'amidon. 

Ces  plastes  ont  souvent  une  forme  allongée,  droite  ou 
incurvée,  ce  sont  alors  des  filaments  correspondant  à  ce 
que  M.  P.  A  Dangeard  appelle  des  inUoplasicsifKj.  lo,  pi.  XII). 

A  côté  d'eux,  des  granulations  toutes  semblables  et 
sphériques,  de  très  petit  taille  représentent  le  sphérome 
[sphérosomes  ou  inicrosomes  de  M.  P.  A.  Dangeard.) 

Sécrétion  des  tubes.  —  Toujouis  renfermée  dans  les  vacuoles, 
la  sécrétion  correspond  à  un  contenu  tannifère;  nous  avons 
signalé  en  effet  plus  haut,  que  sur  les  jeunes  plantules  les 
tubes  sécréteurs  apparaissaient  de  bonne  heure  et  s'indiquaient 
comme  des  lignes  brunes  sous  l'action  du  bicliromate  de 
potasse. 

Il  donnent  également  les  autres  réactions  des  tannins, 
(acide  osmique,  perchlorure  de  fer).  Sur  les  coupes  fixées  et 
colorées  par  la  méthode  de  Regaud,  le  contenu  vacuolaire  se 
présente  comme  un  fin  précipité  granuleux  faiblement  coloré 
en  gris  (fig.  lo,  pi  XII). 

Un  des  faits  les  plus  marquants  que  met  en  évidence  la 
méthode  de  Regaud  appliquée  à  Taleurone  est  le  suivant  :  dans 
la  graine,  la  substance  protéique  fondamentale  se  colore  en 
noir  foncé  par  l'hématoxyline;  dès  la  germination  les  grains 
d'aleurone  se  transforment  en  vacuoles  qui  ne  contiennent 
plus  qu'une  infime  proportion  de  substance  chromophile. 

Cette  matière  devenant  de  plus  en  plus  diluée  dans  le  suc 
cellulaire,  finit  par  ne  plus  être  représentée  que  par 
quelques  granules  qui  se  retrouvent  précipités  et  fortement 
colorés  en  noir  à  l'intérieur  de  la  vacuole.  Nous  pensons  que 
cette    substance    est    identique    à    celle    qui    donne    lieu    au 
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phénomène   des  coloialions    vitales  et   nous  l'assimilons  à  la 
métachromatine  en  raison  de  ces  deux  propriétés  principales. 

ART.  2.  —  L'ALEURONE  ET  SON  EVOLUriON 
PENDANT  LA  GERMINATION  DE  QUELQUES  GYMNOSPERMES 

Nous  avons  coloré  vitalement  un  ceilain  nombre  de  plan- 
tules  de  Gymnospermes  prises  à  des  états  divers  de  leur  déve- 
loppement, afin  d'y  rechercher  de  quelle  façon  se  faisait 
l'évolution  de  l'aleurone  pendant  la  germination  par  compa- 
raison avec  le  Pin  maritime. 

Partout  nous  avons  trouvé  une  analogie  très  grande  avec 
ce  qui  se  passe  chez  le  Pin. 

Pour  observer  des  grains  d'aleurone,  il  faut  colorer  des  plan- 
tules  très  jeunes  dont  l'enveloppe  séminale  est  encore  intacte. 

Plus  tard,  l'épiderme  des  plantules  ne  montre  plus  ordi- 
nairement que  des  réseaux  vacuolaires  provenant  de  la  réunion 
des  substances  aleuriques  entre  elles.  Enfin  les  plantules  plus 
âgées  ont  un  épiderme  tannifère  et  même  parfois  anthocyani- 
fère  et  ces  produits  sont  renfermés  dans  des  vacuoles  typi(|ues, 
largement  dilatées. 

Les  expériences  de  coloration  vitale  ont  portées  sur  les 
espèces  suivantes  : 

Thiiia  orientalis,  Ciipressus  sempervirens,  Cedrus  libani,  Ijwix 
europea,  Taxas  baccala,  Gingko  bUoba. 

A.   THUIA  ORIENTALIS. 

La  germination  des  graines  de  Thuia  a  lieu  facilement  et  se 
produit  au  bout  de  dix  à  (;uinze  Jours  à  l'étuve  à  20». 
Les  très  jeunes  plantules,  au  stade  où  la  coque  de  la  graine 
vient  d'éclater,  se  colorent  très  facilementpar  le  rouge  neutre; 
après  un  séjour  de  quelques  minutes  dans  le  bain  colorant, 
leurs  cotylédons  et  leurs  hypocotyles  ont  pris  une  teinte 
orangée,  tandis  que  les  cellules  de  la  coiffe  se  sont  colorées  en 
rose   [Flg.     21,    PL    IV).     L'examen    de    coupes    tangentielles 
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des  cotylédons,  montre  des  cellules  épidermiques  allongées, 
deux  ou  trois  fois  plus  longues  que  larges  et  renfermant  dans 
leur  partie  centrale  un  gros  noyau.  Dans  le  cytoplasme  sont 
accumulées  de  très  nombreuses  gouttelettes  d'huile  et  de 
petits  grains  d'aleurone,  au  nombre  de  vingt  ou  trente  par 
cellule,  qui  se  colorent  en  rouge  orangé  intense  :  le  reste  de 
la  cellule  reste  complètement  incolore.  Certains  grains  d'aleu- 
rone n'ont  déjà  plus  la  forme  sphérique  qu'ils  avaient  dans  la 
graine  :  ils  commencent  h  se  déformer  et  à  prendre  des  allures 
filamenteuses  (Jlg.  9,  pL  IV). 

Dans  riiypocotyle,  l'évolution  du  vacuome  de  cette  plan- 
tule  est  plus  avancée  :  on  ne  trouve  plus  de  cellules  à  très 
petits  grains  d'aleurone  comme  dans  les  cotylédons,  mais  un 
vacuome  en  réseau  orangé  ou  en  grosses  masses  vacuolaires 
situées  à  chaque  extrémité  de  la  cellule  (Jig.  10,  pi.  IV).  De 
place  en  place  il  y  a  des  cellules  à  vacuome  rouge  ou  rosé 
(ces  cellules  sont  les  éléments  tannifères)  {/tg.  ti,  pi,  IV). 

Lorsqu'on  observe  le  vacuome  dans  l'épiderme  à  partir 
des  cotylédons  jusqu'à  l'hypocotyle.  les  aspects  de  réseau 
deviennent  de  plus  en  plus  fréquents.  En  un  mot,  il  y  a  toutes 
les  transitions  dans  une  plantule  de  cet  âge  entre  l'aleurone  et 
les  vacuoles  plus  grandes  qui  résultent  de  leur  évolution. 

Essai  des  réactijsdes  lannins.  (Acide  osmique;.  —  Une  plan- 
tule très  jeune  dont  la  racine  commence  à  se  montrer  au 
dehors,  est  placée  dans  l'acide  osmique  à  i  0/0  :  elle  noircit 
très  vite  à  cause  des  globules  d'huile  juxtaposés,  très  nombreux 
dans  toutes  les  cellules.  Dans  les  cotylédons  une  coupe  tan- 
gentielle  permet  de  voir  des  globules  d'huile  juxtaposés,  des 
intervalles  incolores  (cytoplasme)  et  quelques  globules  inco- 
lores clairs  (aleurone).  A  la  base  de  l'hypocotyle,  il  y  a  au 
contraire  du  tannin  dans  certaines  cellules,  on  le  reconnaît  à 
un  précipité  de  petits  grains  noirs  dans  les  vacuoles  ;  ce  sont 
les  cellules  qui  prennent  une  teinte  rose  en  coloration  vitale 
comme  nous  l'avons  vu  précédemment. 
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Le  bichromate  de  K  à  3  o/o  donne  un  précipité  brun  dans 
les  cellules  à  tannin.  Le  chlorure  fcrrique  donne  un  précipité 
noir  dans  ces  mêmes  cellules. 

Les  plantules  de  Thuia  élaborent  donc  du  tannin  dans  les 
mêmes  conditions  que  celles  du  Pin  maritime.  Ce  tannin 
paraît  être  de  même  nature. 

B.  CUPRESSUS  SEMPERVIHEiyS. 

Lorsque  la  graine  commence  à  germer  (éclatement  de  la 
coque),  laplantulcpeut  êti'C  extraite  facilement  de  l'endospcrme 
au  sein  duquel  elle  est  plongée.  Elle  consiste  en  un  petit  axe 
terminé  d'un  côté  par  deux  cotylédons  aplatis  et  de  l'autre 
par  une  extrémité  ai-rondie  revêtue  par  les  cellules  de  la 
coifte. 

La  plantule  étant  placée  dans  une  solution  de  colorant  vital, 
on  constate  une  pénétration  rapide  dansâtes  cellules  de  la 
coifle,  qui  prend  une  teinte  rosée  (s'il  s'agit  du  louge  neutre). 
[firj.  20,  pi  IV). 

L'hypocotyle  et  les  cotylédons  prennent  au  contraire  une 
teinte  orangée  pâle.  Enfin  lorsque  le  contact  avec  le  colorant 
a  été  prolongé,  on  remarque  des  lignes  colorées,  allongées 
parallèlement  à  la  longueur  du  cotylédon  et  qui  correspondent 
aux  vacuoles  tannifères  des  tidjes  sécréteurs  (tubes  sécréteurs 
de  M.  Chauveaud),  qui  sont  situés  sous  l'épiderme  fig.  19, 
pL  IV). 

L'épiderme  des  cotylédons  coloré  vitalement,  montre  de 
petits  grains  d'aleurone  arrondis  n'ayant  pas  subi  encore  de 
notables  changements  ;  ils  ont  pris  une  teinte  orangée  avec  le 
rouge  neutre  ;  dans  d'autres  cellules  cotylédonnaires  dont 
l'évolution  vacuolaire  est  plus  avancée,  on  trouve  des  filaments 
contournés  ayant  cependant  conservé  leur  individualité  {/Ig.  8, 
pi.  Vf  ri). 

Sur  une  plantule  plus  âgée  dont  la  radicule  a  1/3  centimètre 
de  long,  les  grains  d'aleurone  à  la  pointe  du  cotylédon,  sont 
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réunis  eh  un  réseau  vacuolaire  qui  prend  une  couleur  orangée 
ou  rouge  brique  avec  le  rouge  neutre  {Jig.  8,  pi  ÏV).  A  la 
base,  l'évolution  est  plus  avancée  et  les  réseaux  vacuolaires 
plus  gros  et  à  contenu  fluide,  précipitent  à  leur  intérieur  de 
gros  granules  bruns. 

Dans  l'bypocotyle,  le  vacuome  est  encore  plus  évolué  et  ne 
se  colore  plus  métachromatiquement,  la  coloration  prise  avec 
le  rouge  neutre  est  rosée  et  il  y  a  de  gros  granules  rouge 
brique  précipités  dans  la  vacuole  ifig.  6,  pi.  IV). 

Chez  le  Cuprcssus  sempervirens,  l'évolution  de  l'aleurone 
conduit  donc  à  des  vacuoles  normales  tannifères  avec  passage 
intermédiaire  par  des  formes  réticulées.  Les  transformations 
ont  beaucoup  d'analogie  par  conséquent  avec  celles  qui  ont 
été  observées  précédemment  chez  le  Pin  et  chez  le  Thuia. 

Essai  (les  réaclions  des  tannins.  —  Nous  avons  plongé  des 
plantules  très  jeunes  dans  les  principaux  réactifs  des  tannins  : 
(acide  osmique  à  i  o/o,  perchlorure  de  fer  à  3  o/o,  bichromate 
de  K  à  3  o/o^  acétotungstate  de  Na). 

Tous  ces  réactifs  ont  donné  des  résultats  positifs  dans  les 
cellules  épidermiques  de  Ihypocotyle  et  des  cotylédons.  Nous 
avons  constaté  que  le  tannin  n'existe  pas  dans  l'hypocotyle  et 
dans  les  cotylédons  d'une  plantule  très  jeune  (début  de  la 
germination),  mais  qu'ensuite  il  envahit  tout  l'éniderme. 

Des  tubes  sécréteurs  sous-épidermiques  se  montrent  sur  des 
plantules  très  jeunes  et  donnent  toutes  les  réactions  des  tan- 
nins énumérées  plus  haut. 

G.  CEDRUS  IJBANI. 

Nous  avons  commencé  Tobservalion  du  système  vacuolaire 
sur  des  graines  non  germées  ayant  néanmoins  séjourné  en 
terre  pendant  quinze  jours  :  l'embryon  était  gonflé,  en  bon 
état,  mais  n'avait  pas  encore  brisé  l'enveloppe  de  la  graine. 

La  coloration  vitale  s'est  effectuée  rapidement  dans  le  rouge 
neutre;  une  ou  deux  minutes  suffisent  pour  que  l'épiderme 
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tout  entier  soit  coloré;  en  outre  les  tubes  sécréteurs  sous  épi- 
dermiques  apparaissent  comme  des  lignes  rouges  et  il  est 
facile  de  noter  leur  position  et  leur  longueur.  Ceux  du 
cotylédon  peuvent  atteindre  en  dimension,  la  moitié  du 
cotylédon  et  parfois  même  ils  s'étendent  sur  sa  longueur 
totale  ;  ceux  de  l'hypocotyle  sont  moins  nombreux  et  moins 
longs. 

Â.  ce  stade  très  jeune,  le  vacuome  est  représenté  dans  tout 
l'épiderme  du  cotylédon  par  des  grains  d'aleurone.  isolés  de 
réaction  alcaline  (fig.  \,  pi.  IV)  ;  on  observe  seulement 
quelques  rares  réseaux  vacuolaires  acides  ;  dans  l'hypocotyle 
il  y  a  beaucoup  de  réseaux  rouges  fqui  précipitent  d'ailleurs 
rapidement)  et  quelques  rares  vacuoles  orangées. 

Dans  d'autres  graines  dont  la  coque  est  intacte,  mais  qui 
sont  plus  évoluées,  l'hypocotyle  est  entièrement  sécréteur 
comme  le  montre  la  coloration  rouge  prise  par  le  rouge 
neutre.  Seules  les  cellules  mères  de  stomates  conservent  un 
vacuome  jaune  paille,  donc  alcalin.  Cette  différence  de  réac- 
tion entre  les  cellules  ordinaires  d'épiderme  et  les  cellules 
stomatiques  est  très  nette.  L'exemple  de  cette  plantule  nous 
montre  que  le  tannin  apparaît  avant  Vouverture  de  la  coque  de 
la  graine. 

Dans  les  plantuies  plus  âgées,  la  base  du  corylédon 
s'imprègne  de  tannin  à  son  tour  et  l'on  ne  trouve  plus  de 
grains  d'aleurone  isolés,  même  à  la  pointe  du  cotylédon  où 
ils  sont  remplacés  par  des  réseaux  vacuolaires  orangés  de 
formes  trè^  variées  {fig.  3  et  o,pl.IV)  ;  les  réseaux  dépourvus  de 
tannin  persistent  à  la  pointe  du  cotylédon  sur  des  plantuies 
âgées,  ayant  une  racine  de  plusieurs  centimètres  et  il  est  pos- 
que  ce  fait  soit  en  relation  avec  l'absorption  de  l'endosperme 
qui  continue  à  s'opérer  au  moyen  des  cotylédons.  On  pou- 
rait  aussi  croire  que  l'absence  de  tannin  est  due  à  la  privation 
d'oxygène,  dans  la  pointe  des  cotylédons  encore  complètement 
entourée  par  l'endosperme  et  les  enveloppes  de  la  graine,  mais 
nous  avons  vu  que  l'apparition  du  tannin  peut  se  faire  avant 
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r(3iiverluie    de     la     coque,    ce    qui    exclut    cette    hypothèse. 
Quant  aux    vacuoles  tannifères,   elles   coniluent  bientôt  eu 
grandes  vacuoles  uniques  par  cellule,  qui  se  colorent  très  for- 
tement en  rose  par  le  louge  ueutre. 

Essdl  (les  l'éacUuns  des  lannins.  —  Le  tannin  qui  se  déve- 
lo[)pe  dans  l'épiderme  des  plantules  et  qui  est  produit  abon- 
damment à  l'intérieur  des  tubes  sécréteurs,  présente  les 
, réactions  ordinaires  avec  l'acide  osmique,  le  bichi-omate  et  les 
sels  de  fer. 

Déjà  à  l'intérieur"  de  la  graine,  la  plantule  renferme  un 
système  de  tubes  sécréteurs  très  développé,  ainsi  que  Ta 
montré  Chauveaud  ;  ces  tubes  sont  déjà  riches  en  tannin  et 
peuvent  être  mis  en  évidence  facilement  par  les  réactifs  indi- 
qués précédemment.  Si  l'on  place  en  effet  une  plantule  de 
Cèdre,  provenant  d'une  graine  en  repos,  dans  une  solution 
de  perchlorure  de  fer  à  A  o/o,  on  ne  tarde  pas  à  voir  se  colorer 
les  tubes  sécréteurs  sous  épidermiques  en  noir  et  apparaître 
ainsi  comme  de  fines  lignes  noiics,  dont  la  longueur  peut 
atteindre  la  moitié  de  celle  des  cotylédons.  Le  bichromate  et 
l'acide  osmique  les  colorent  également. 

D.  LARIA  EUROPEA. 

Chez  le  Larix  la  tiansformation  des  grains  d'aleurone  est 
particulièrement  rapide  a^u  moment  de  la  germination. 

Les  plus  jeunes  plantules  examinées,  proviennent  de  graines 
qui  ont  été  mises  en  terre  à  l'étuve  à  20"  pejidant  quinze 
jours  et  dont  la  coque  n'est  pas  encore  ouvei'te. 

L'embryon  extrait  de  son  endosperme  n'a  ([ue  trois  ou 
quatre  millimètres  de  longueur  et  il  est  encore  complètement 
incolore.  Placé  dans  une  solution  de  rouge  neutre  au  moment 
oîi  il  est  recueilli,  il  se  colore  bientôt  sur  toute  une  surface  en 
quel([ues  minutes,  l'épiderme  se  teint  en  orangé. 

L'observation  microscopique  montre,  qu'il  y  a  dans  l'épi- 
derme  hypocotylaire  des  granules  et    des    filaments  plus   ou 


—  125  — 

moins    anastomosés,    dont    la     forme   est    variable.    C'est    le 
vacuome  qui  se  coloïc  en  rouge  orangé  par  le  rouge  neutre. 

Dans  les  cotylédons  il  existe  encore  à  ce  stade  des  grains 
d'aleurone  qui  sont  arrondis,  peu  nombieux  et  n'ont  pas  encore 
subi  d'altération  {Jig.  i/|,  pi.  IV).  Nous  savons  déjà  que  c'est 
dans  les  cotylédons  que  les  grains  d'aleurone  conservent  le 
plus  longtemps  leurs  caractères,  tandis  que  leur  évolution  en 
vacuole  se  fait  rapidement  dans  l'hypocotyle.  Ce  phénomène 
paraît  général. 

Sur  des  plantules  plus  âgées,  les  grains  d'aleurone  ne  sont 
plus  distincts  et  le  vacuome  se  trouve,  à  l'état  réticulé  dans  la 
plus  grande  partie  de  l'épiderme  {fig.  i5  et  i6,  pi.  IV).  En 
outi;e  le  tannin  appaïaîl  dans  l'hypocotyle,  puis  ensuite  dans 
les  cotylédons,  suivant  ainsi  un  ordre  d'apparition  ascendant. 
Lorsque  la  plantule  montre  sa  racine  au  dehors,  les  réseaux 
vacuolaires  des  cotylédons  prennent  encore  une  teinte  orangée 
et  ne  réduisent  pas  l'acide  osmique  ;  dans  l'hypocotyle  à  ce 
stade,  le  vacuome  contient  au  conti'aire  du  tannin  réducteur 
et  se  précipite  facilement  par  l'action  du  colorant  vital,  sous 
forme  de  granulations  rouges. 

Plus  tard,  les  cotylédons  eux-mêmes  deviennent  tannifères 
et  leur  vacuome  prend  une  teinte  rose;  la  forme  du  réseau 
vacuolairc  très  changeante,  puisqu'on  la  voit  se  modifier 
pendant  la  durée  de  l'obseivation,  est  surtout  caractérisée  par 
la  présence  de  trabécules  allongés  et  sinueux  disposés  autour 
du  noyau  {fig.  i5  el  16,  />/.  H);  lorsque  ce  réseau  se  trans- 
forme en  vacuoles  ordinaires,  ce  sont  d'abord  les  extrémités 
qui  s'épaississent, tout  en  lestant  reliées  entre  elles,  pendant  un 
certain  temps,  au  moyen  des  trabécules  périnuclé-aires  ;  puis 
ceux-ci  disparaissent  et  le  vacuome  est  transformé  en  vacuoles 
typiques. 

Rcaclion  des  tannins  observés  chez  le  fjn-i.r  ciiroiicd.  —  Darjs 
les  très  jeunes  germinations  dont  la  ladicule  n'atteint  encore 
que  quelques  millimètres  de  long,  il  est  facile  de  constater  la 
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présence  de  tannin  dans  l'épiderme  de  l'hypocotyle  et  des 
cotylédons,  soit  au  moyen  d'acide  osmique,  soit  par  l'action 
du  bichromate. 

D'autre  part,  le  système  des  tubes  sécréteurs  est  déjà  extrê- 
mement développé  dans  l'assise  sous  épidermique  et  se  voit 
comme  un  ensemble  de  lignes  noires,  lorsqu'on  a  placé  la 
plantule  pendant  quelques  minutes  dans  une  solution  d'acide 
osmique.  Ce  système  est  tout  aussi  bien  mis  en  évidence  après 
action  du  bichromate  à  3  o/o  ou  duperchlorure  de  fer  à  k  o/o. 

Ces  réactifs  montrent^  que  le  contenu  des  tubes  sécréteurs 
est  constitué  par  un  tannin,  qui  existe  en  abondance  dans  les 
grandes  vacuoles  s'étendant  sur  la  plus  grande  partie  de  la 
longueur  de  ces  éléments. 

E.    TAXUS  BACCATA  : 

Les  graines  de  l'If  germent  avec  une  certaine  difficulté  et 
demandent  ordinairement  deux  ans  pour  lever.  Des  graines 
d'If  de  l'année  ont  été  placées  en  terre  à  l'étuve  à  20"  le 
21  janvier  1922  et  humectées  d'eau  de  temps  en  temps.  Le 
2  mars,  une  des  graines  est  ouverte  et  l'embryon  extrait  de 
l'endosperme  :  on  constate  que  l'embryon  s'est  accru  et  qu'il  a 
presque  doublé  de  longueur  par  rapport  aux  dimensions  nor- 
males qui  existent  dans  la  graine  mûre.  Placé  tout  entier  dans 
le  rouge  neutre,  il  absorbe  le  colorant  par  toute  sa  surface  et 
prend  rapidement  une  teinte  orangée.  Cette  teinte  est  due  à  la 
coloration  vitale  des  grains  d'aleurone  dans  toutes  les  cellules 
épidermiques.  Si,  en  effet,  on  prélève  une  portion  de  la  surface 
de  l'embryon  au  moyen  d'une  coupe  tangentielle,  (ce  qui 
.  nécessite  un  bon  rasoir  et  présente  une  certaine  difficulté, 
étant  donné  la  petitesse  de  l'embryon),  on  constate  que  les 
cellules  épidermiques  contiennent  un  nombre  assez  élevé  (20  à 
3o),  de  grains  d'aleurone  admirablement  colorés  en  orangé,  au 
milieu  d'un  cytoplasme  bourré  de  très  petits  globules  d'huile; 
les  crains  sont  ordinairement  colorés  en  totalité,  mais  on  en 
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trouve    également    qui    renferment    des    inclusions    [fuj.    i8, 
pi.  IV). 

Il  n'existe  aucune  forme  de  vacuome  en  réseau  et  aucune 
déformation  des  grains  d'aleurone  ne  s'est  encore  produite  ;  à 
plus  forte  raison  on  observe  encore  aucune  anastomose  entre 
eux.  On  peut  en  déduire  que  l'énergie  du  métabolisme  est 
encore  très  faible  et  qu'aucun  mouvement  de  brassage  ne  se 
manifeste  encore  dans  ces  graines.  L'iiuile  se  trouve  à  l'état 
d'émulsion  extrêmement  fine. 

De  jeunes  plantules  d'If  ont  été  examinées  plus  tard,  alors 
que  les  graines  dont  elles  provenaient  avaient  fa.t  un  séjour 
d'un  an  en  terre.  Les  graines  n'ont  pas  été  maintenues  à 
l'étuve  ;  mais  placées  au  bout  de  deux  mois  à  la  température 
du  laboratoire. 

La  germination  n'a  pas  encore  commencé,  mais  les  plan- 
tules ont  acquis  un  développement  notable  à  l'intérieur  des 
graines  dont  la  coque  est  encore  intacte.  Leur  longueur  atteint 
maintenant  quatre  ou  cinq  millimètres,  c'est-à-dire  à  peu 
près  le  double  des  dimensions  qui  s'observent  dans  la 
graine. 

La  plantule,  placée  dans  une  solution  de  rouge  neutre,  au 
dix  millième,  se  colore  bientôt  sur  toute  sa  surface  en  rouge 
orangé.  On  constate,  en  prélevant  un  lambeau  d'épiderme,  que 
les  cellules  épidermiques  sont  courtes,  aussi  longues  que  larges 
et  que  leur  vacuome  n'est  plus  formé  de  grains  d'aleurone, 
mais  de  masses  vacuolaires  arrondies,  plus  ou  moins  volumi- 
neuses et  de  réseaux  à  gros  éléments.  Tout  indique  que  la 
substance  de  ces  vacuoles  possède  une  consistance  épaisse 
demi-fluide.  Le  reste  du  cytoplasme  est  parsemé  de  petites 
gouteleltes  d'huile  qui  réduisent  l'acide  osmique. 

Oii   n'observe  pas  de  tannin  dans  l'épiderme   et    le    rouge 
neutre  se  colore  en  rouge  orangé  à  l'intérieur  du  vacuome. 

Des  tubes  sécréteurs  tannifères  à  divers  étals  de  développe- 
ment existent  à  ce  moment  dans  la   plantule,  on  les  trouve 


-T-  128  — 

soit  sous  l'épiderme,  soit  dans  le  cylindre  central  (i).  Ce  sont 
des  cellules  allongées,  renfermant  un  noyau  vers  le  milieu  de 
leur  longueur  et  deux  grandes  vacaoles  taniiifères  qui  s'étendent 
jusqu'aux  extrémités  du  tube.  Ces  vacuoles  réduisent  l'acide 
osmique. 

F.  GINGKO  BiLOBA. 

Les  graines  étudiées  nous  ont  été  fournies  par  la  maison 
Vilmorin.  Elles  sont  livrées  avec  la  mention  «  graines  strati- 
fiées à  semer  de  suite  ».  Si  on  les  place  en  terre  à  létuve  à  une 
température  de  20°,  elles  lèvent  rapidement  en  quinze  jours 
ou  trois  semaines. 

Les  graines,  avant  germination,  renferment  des  embryons 
assez  volumineux,  généralement  dicotylés.  Si  on  les  extrait  de 
leur  endosperme  et  qu'on  les  place  dans  une  solution  de  rouge 
neutre,  on  constate  une  absorption  assez  rapide  par  les  surfaces 
épidermiques. 

En  observant  au  microscope,  il  est  facile  de  voir  que  le 
vacuome  n'est  pas  sous  forme  de  grains  d'aleurone,  mais  qu'il 
existe  un  réseau  vacuolaire,  ou  bien  des  sphérules  du 
vacuome  colorées  en  rouge  orangé  par  le  rouge  neutre, 
(fig.i^^pL  IV). 

Ces  réseaux  vacuolaires  s'observent  encore  sans  changements 
importants  durant  la  période  germinative. 

Comme  nous  n'avons  pas  examiné  d'autres  graines  que 
celles  qui  nous  ont  été  fournies  préalablement  stratifiées,  nous 
ne  pouvons  pas  dire  s'il  existe  des  grains  d'aleurone  dans 
l'embryon  à  un  moment  donné. 

Il  est  possible  que  la  graine  de  Gingko  ne  présente  jamais 
une  période  de  vie  ralentie  suffisamment  caractérisée  pour  que 
le  vacuome   s'y  établisse  sous  la   forme  de  grains  d'aleurone. 

(i)  Ces  tubes  n'existent  dans  la  graine  que  sous  forme  d'ébauches  peu  allongées, 
non  tannifères. 


—  129  — 

CONCLUSIONS  DL   CHAPITRE  PREMIER 

Chez  tous  les  Gymnospermes  étudiés^  les  grains  d'aleurone 
subissent  une  transformation  en  un  système  vacuolaire.  On 
n'observe  jamais  la  naissance  de  novo  de  vacuoles  au  cours  de 
la  germination,  mais  toutes  les  parties  du  vacuome  dérivent 
directement  des  grains  d'aleurone  présents  dans  la  graine. 

Dans  les  jeunes  plantules,  les  plus  petits  grains  d'aleurone 
qui  sont  dépourvus  d'inclusions  et  que  l'on  trouve  dans  les 
épidermes,  la  gemmule  et  le  méristème  vasculaire,  prennent 
des  formes  filamenteuses  et  s'unissent  en  réseaux  avant  de  se 
transformer  en  un  vacuome  normal  largement  dilaté.  Ces 
formes  doivent  être  comparées  à  celles  que  M.  P.  A.  Dangeard  a 
découvertes  dans  les  méristèmes  des  Phanérogames,  et  que 
nous  avons  retrouvées  dans  les  bourgeons  des  Gymnospermes. 
Elles  correspondent  à  un  état  généralement  visqueux  de  la 
substance  vacuolaire. 

Chez  toutes  les  plantules  étudiées,  il  apparaît  du  tannin  dans 
l'épiderme  au  cours  de  la  germination  (i)  ;  cette  substance  se 
montre  dès  le  début  de  son  élaboration  à  l'intérieur  du  vacuome 
et  on  ne  la  trouve  jamais  ailleurs.  La  production  du  tannin  a 
toujours  lieu  au  début,  d'une  part  dans  les  cellules  de  la  coiffe, 
d'autre  part  dans  l'épiderme  de  la  radicule  et  de  l'hypo- 
cotyle,  d'où  elle  progresse  de  proche  en  prociie  sur  les  plan- 
tules de  plus  en  plus  âgées,  jusqu'au  sommet  du  cotylédon. 

Chez  Pinus  maritima,  Cedras  lihani,  Cupressas  sempervirens, 
de  l'anthocyane  succède  aux  tannins  dans  le  vacuome  de 
i'iiypocotyle,  comme  si  le  pigment  dérivait  directement  d'une 
transformation  des  composés  tanniques. 

Les  tubes  sécréteurs  décrits  par  M.  Chauveaud  dans  les 
plantulesdes  Conifères,  sont  des  cellules  tannifères  extrêmement 
allongées,  ainsi  que  le  montrent  nos  observations.  Chez  le 
Cèdre  du  Liban,  ces  tubes  contiennent  déjà  dans  la  graine  un 
composé  tannique  très  abondant. 

(i)  Sauf  clicz  rif  et  chez  le  Gingko  dont    les  plantules  âgées  n'ont  pas  d'ailleurs 
été  examinées  dans  ce  but. 

Dangeard  9 
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IindicatiOlXS  historiques. 

Les  grains  (ralourorie  du  Ricin  sont  des  corpuscules  pro- 
téiques  très  abondants  dans  l'albumen  des  graines.  Leur  gros- 
seur relative,  leur  sti'ucture  parliculière,  font  qu'ils  constituent 
des  objets  de  choix  pour  l'étude  de  laleurone.  Leur  structure 
a  été  indiciuée  par  PfefTer  en  1872.  Cdiaque  grain  dont  la 
taille  peut  atlciiidre  une  dizaine  de  i-i,  est  foi'iné  par  une 
substance  fondamentale,  (Pfeffer  l'appelle  Hiillmasse,  c'est-à- 
dire  niasse  d'enveloppe)  et  des  inclusions  de  deux  sortes  (cris- 
talloïdes  et  globoïdes).  Pfeffer  a  inonti'é  que  les  cristalloïdes, 
malgré  leur  apparence  cristalline,  étaient  formés  par  une 
matière  protéic[ue,  tandis  que  les  globoïdes  renfei'maient  une 
matière  minérale,  un  glycérophosphate  de  chaux  et  de 
magnésie. 

Pfétrer  s'est  occupé  aussi  de  l'origine  des  grains  d'aleurone 
au  moment  de  la  maturation  de  la  graine  et  de  leurs  transfor- 
mations au  cours  de  la  germination.  D'après  lui,  il  se  forme 
d'aboixl  des  cristalloïdes  et  des  globoïdes  isolés  qui  appa- 
raissent en  même  temps  que  des  gouttelettes  dhuile  et  de 
petits  grains  d'amidon  dans  le  suc  cellulaire  (i).  Puis  un  cris- 
talloïde  et  un  globoïde  viennent  au  contact  et  adhèrent  l'un  à 
l'autre;  ce  n'est  qu'au  moment  où  ces  corps  ont  atteint  leur 
taille  définitive,  que  l'on   voit  appaïaître  la  substance  fonda- 

(i)  Le  suc   cellulaire  (Zellsaft)   dont   parle    Pfeffer    ne    semble   pas  correspondre 
dans  l'esprit  de  l'auteur  au  suc  vacuolaire. 
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mentale,  (Hiillmassc),  mais  cet  achèvement  ne  se  fait  qu'après 
le  dessèchement  de  la  graine. 

Poui-  lui.  les  observations  de  Masclike  et  de  Gris  qui  pensent 
que  les  cristalloïdes  et  les  globoïdes  naissent  à  l'intérieur  des 
vacuoles,  sont  erronées  et  pioviennenl  de  ce  que  ces  auteurs 
ont  examiné  des  cellules  désorganisées. 

La  technique  employée  par  Pfeffer,  consiste  dans  la  fixation 
à  l'alcool  pour  l'étude  des  caractères  chimiques  des  cristal- 
loïdes et  des  globoïdes.  Pour  voir  l'apparition  et  la  formation 
des  inclusions,  il  observe  les  cellules  dans  leur  propre  suc 
(in  eigenem  Zellsaft\  et  indique  la  nécessité  d'opérer  vite,  car 
il  se  produit  rapidement  une  désorganisation  des  éléments. 

Wakker  (1888).  donne  des  figures  de  l'évolution  des  grains 
d'aleurone  du  Ricin  pendant  la  maturation.  Il  voit  qu'il 
existe  au  début  de  grandes  vacuoles  qui  se  fragmentent  plus 
tard  en  vésicules,  dans  lesquelles  apparaissent  les  cristalloïdes. 
Sa  conclusion  est  que  les  grains  d'aleurone  sont  des  vacuoles 
lemplies  d'albumines  concretées. 

Werminski  (1888),  arrive  à  une  opinion  analogue  :  les 
grains  d'aleurone  ne  sont  pas  autre  chose  que  le  produit  du  dessè- 
chement de  certaines  vacuoles  et  les  inclusions  résultent  d'une 
sorte  de  cristallisation  produite  dans  le  suc  cellulaire  con- 
centré. A  la  germination,  les  grains  d'aleurone  se  dissolvent  et 
se  transforment  en  vacuoles. 

M.  Posternack  (igoB)  arrive  à  séparer  les  grains  d'aleurone  de 
l'huile  et  des  membranes  et  il  obtient  ainsi  une  poudre    dont 

« 

il  fait  l'analyse.  Il  constate  la  présence  de  tous  les  corps 
simples  fondamentaux.  L'aleurone  n'est  donc  pas  simplement 
une  réserve  azotée. 

M.  Beauverie  (1908),  a  tenté  de  réaliser  quelques  colorations 
vitales  des  grains  d'aleurone  du  Ricin  au  moyen  'du  rouge 
neutre.  Il  ne  semble  pas  y  être  parvenu  véritablement  :  on 
constate  dit-il,  sur  des  préparations  écrasées,  que  les  globoïdes 
restent  incolores  tandis  que  la  substance  amorphe  et  le  cristal- 
loïde  se  colorent. 
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Il  a  suivi  la  formation  et  l'évolution  des  grains  d'aleurone 
sur  des  coupes  fixées  et  colorées.  Il  est  conduit  à  rapprocher 
la  substance  azotée  des  globoïdes  des  corpuscules  métachro- 
matiques  des  Protistes,  principalement  en  raison  d:  la  colo- 
l'ation  métacliromatique  prise  par  ces  corps  après  coloration 
au  bleu  polychrome  de  Unna. 

M.  Mottier  (1921),  emjîloyant  les  méthodes  de  fixation  et  de 
coloration  mitochondriales,  croit  pouvoir  affirmer  que  les 
cristalloïdcs  chez  le  Ricin,  proviennent  de  primordia  existant 
dans  les  cellules  d'albumen  très  jeunes  et  qu'il  assimile  à  des 
chondriosomes  :  les  cristalloïdcs  du  Ricin  auraient  donc  une 
origine  mitochondriale. 

Peu  de  temps  après,  nous  montrons  (1921),  au  moyen  de 
colorations  vitales,  quels  sont  les  stades  de  l'évolution  des 
vacuoles  aleuriques  pendant  la  maturation  et  pendant  la 
germination.  Ces  observations  rattachent  les  transformations 
de  laleurone  à  des  phénomènes  de  même  genre,  décrits  aupa- 
ravant par  nous  chez  le  Pin  maritime  et  à  l'évolution  générale 
du  vacuome  décrite  par  M.  P.  A.  Dangeard. 

11  est  démontré  que  le  chondriome  ne  participe  pas  à  la 
formation  des  cristalloïdes  comme  le  veut  Mottier. 

M.  Guilliermond,  peu  de  temps  après,  annonce  l'indépendance 
du  chondriome  et  des  grains  d'aleurone,  ce  qui  confirme  notre 
opinion. 

Cet  exposé  montre  que  l'aleurone  du  Ricin  a  été  très  étudié. 
Cependant  la  plupart  des  travaux  sont  anciens  et  sont  très 
imprécis  en  ce  qui  concerne  l'évolution  de  l'aleurone  (Pfeffer, 
Wakker,  Wcrminski  .  Parmi  les  plus  récents,  certains  sont 
d'interprétation  erronée  (M.  Mottier),  d'autres  incomplets 
(MM.  Beauvcric,  Guilliermond. 

Nos  résultats,  obtcrms  par  un  emploi  méthodique  des  colo- 
rations vitales,  permettent  de  se  faire  maintenant  une  idée 
plus  exacte  et  plus  complète  de  l'origine  des  grains  d'aleurone, 
de  leur  nature  et  de  leur  évolution,  dans  ses  rapports  avec  le 
vacuome  de  la  cellule.  Ces  lésultats  ont  d'ailleurs  été  vérifiés 
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et  confirmés   par   l'examen   de   nombreuses   coupes  en    série, 
après  fixation  et  coloration. 

ART.    i".   —  FORMATION  DE  L'ALEUROXE  DU  RICIN 
PENDANT  LA    MATURATION. 

Nous  nous  sommes  occupés  d'abord,  de  l'origine  des  grains 
d'aleurone  de  l'albumen,  puis  de  leur  transformation  pendant  la 
germination.  C'est  donc  toute  la  série  des  étals  par  lesquels 
passe  l'aleurone  que  nous  avons  observée  au  moyen  d'une 
méthode  nouvelle. 

Le  colorant  vital  qui  convient  le  mieux  dans  l'étude  de 
l'aleurone  est  le  rouge  neutre  et  après  lui  vient  le  bleu  de 
crésyl  :  nous  avons  donc  employé  ces  deux  colorants  presque 
exclusivement. 

En  examinant  une  graine  de  Ricin,  on  est  amené  à  dis- 
tinguer deux  catégories  de  cellules  dans  l'albumen  :  les  cellules 
périphériques  et  les  cellules  profondes.  Ces  dernières  seules 
renferment  les  inclusions  caractéristiques  des  grains  d'aleurone 
bien  connues  depuis  Pieffer  (cristaloïdes  et  globoïdes)  ;  les 
cellules  de  la  périphérie  ont  au  contraire  des  grains  d'aleurone 
homogènes.  Entre  ces  deux  cas  extrêmes,  on  observe  tous  les 
états  intermédiaires,  dans  les  cellules  d'albumen  qui  se  trouvent 
les  plus  proches  de  la  couche  externe.  Ces  différences  de 
structure  des  grains  d'aleurone  ne  paraissent  pas  avoir  été 
signalées  jusqu'à  présent. 

A.  Indications  sur  le  mode  de  développement  de  f albumen  du 
Ricin.  —  C'est  pendant  le  mois  d'octobre,  à  Paris,  que  l'on 
peut  observer  des  fruits  et  des  graines  du  Ricin  assez  déve- 
loppés pour  permettre  l'étude  de  lalbumen  et  des  grains 
d'aleurone. 

Les  pi-emiers  stades  examinés  correspondaient  à  des  fruits 
déjà  assez  gros  :  dans  chacune  des  loges  de  ceux-ci,  la  graine 
est  encore  dépourvue  de  coque  résistante  et  une  grande  partie 
de  l'amande  est  occupée  par  les  téguments  de  l'ovule. 
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Lorsque  ralbumen  commence  à  se  difterencier,  il  forme 
d'abord  une  soite  de  sac  dont  les  parois  sont  hyalines  et  com- 
posées d'un  petit  nombre  d'assises  cellulaires.  Ce  sac  est  plus 
vite  constitué  dans  la  région  occupée  par  le  jeune  embryon, 
que  dans  l'extrémité  opposée,  où  la  paroi  du  sac  dalbumen 
ne  prend  qu'assez  tard  de  la  fermeté.  La  zone  interne  de  l'al- 
bumen, c'est-à-dire  l'intérieur  du  sac,  est  vide  de  cellules  et  ne 
sera  comblé  que  très  tard  lorsque  l'embryon  se  sera  accru  et 
aura  développé  ses  deux  grands  cotylédons  dans  cette  région 
médiane  :  c'est  alors  seulement  que  les  dernières  assises  de 
l'albumen  se  constituent  au  contact  intime  des  surfaces  coty- 
lédonnaires. 

Auparavant,  la  zone  interne  de  l'albumen  sera  absorbée  par 
les  cotylédons  pendant  leur  accroissement.  Cette  zone  est 
hyaline  ;  elle  montre  des  alignements  de  cellules  qui  indiquent 
que  des  cloisonnements  se  produisent  qui  ont  pour  résultat 
d'accroître  la  masse  de  l'albumen  vers  l'intérieur. 

Cette  zone  se  trouve  peu  à  peu  digérée  dans  sa  paitie  la  plus 
interne  par  l'embryon,  dont  les  cotylédons  prennent  un  grand 
accroissement  très  rapidement.  C'est  ainsi  que  lorsque  ceux-ci 
n'ont  encore  que  la  moitié  de  leur  longueui*  définitive,  la  zone 
hyaline  est  nettement  plus  épaisse  dans  la  région  qu'ils  n'attei 
gnent  pas  {fig.  i5,  pi.  V). 

La  croissance  de  l'albumen  de  Ricin  se  fait  donc  norma- 
lement de  la  périphérie  vers  le  centre,  de  sorte  que  les  couches 
internes  de  l'albumen  sont  les  dernières  formées. 

Ces  grands  traits  du  développement  de  l'albiimen  sont  utiles 
à  rappeler,  avant  d'aborder  l'étude  de  la  différenciation  cel- 
lulaire. 

En  effet,  de  même  que  l'albumen  s'accroît  par  des  divisions 
successives  de  ses  cellules  vers  1  intérieur,  de  même  la  trans- 
formation du  vacuome  en  grains  daleurone,  se  produit  d'abord 
dans  les  couches  périphériques  et  s  effectue  en  dernier  lieu 
dans  la  partie  profonde. 

B.  Technique.  —  La  technique  employée  est  celle  des  colo- 
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Formation  des  grains  d'aleurone  chez  le  Ricin  ;  observations  après  coloration 
vitale  ;  les  vacuoles  sont  métachromatiques. 

Fig.  I,  q,  3,  4,  5,  G,  cellules  de  la  couche  externe  de  l'albumen.  —  Fig.  7.  8,  9.  cel- 
lules du  parenchyme  de  l'albumen  :  i,  cellule  à  grosse  vacuole  unic]ue  Ion  voit 
le  début  de  la  formation  de  l'huile)  ;  2,  vacuole  fragmentée  (Ihuile  est  plus 
abondante)  ;  3,  cellule  dont  les  vacuoles  ont  un  contenu  épais  de  nature  colloï- 
dale (l'huile  est  abondante)  ;  4  et  5,  cellules  dont  les  vacuoles  ont  acquis  une 
consistance  semi-fluide  et  se  sont  anastomosées  en  réseauï  (le  cytoplasme  est  très 
riche  en  gouttelettes  d'iniile)  ;  G,  grains  d'aleurone  formés  dans  une  graine  un 
peu  avant  sa  maturité  ;  7,  cellule  à  grosse  vacuole  très  aqueuse  ;  9.  cellule  d'al- 
bumen mûr  montrant  des  grains  d'aleurone  cl  de  Ihuile  ;  8,  état  intermédiaire. 
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rations  vitales.  Sa  réussite  est  nouvelle  en  ce  qui  concerne 
l'albumen  du  Ricin,  car  M.  Bcaiiveric  n'a  pas  fait  de  véri- 
tables colorations  de  cellules  vivaiih^s.  On  sait  (jiic  labondance 
de  Ihuilc  qui  accompagne  l'aleurone  dans  les  cellules  d'albu- 
men est  un  obstacle  très  gênant  pour  Tobscrvation  vitale. 
Celle-ci  est  considérée  ordinairement  comme  impossible  dans 
la  graine  mûre  pour  celle  raison. 

A  cause  de  ces  difficultés,  et  afin  de  répondre  aux  objections 
possibles  concernant  la  valeur  des  figures  observées,  nous 
insisterons  sur  la  méthode  et  discuterons  les  résultats  au  cours 
de  l'exposé  pour  chaque  cas  particulier. 

C.  Observations  vitales  des  cellules  jeunes  cr albumen.  —  Dès 
que  l'albumen  présente  une  consistance  qui  permet  sa  sépara- 
tion et  son  isolement,  on  peut  faire  l'observation  vitale  de  ses 
cellules,  après  coloration  du  vacuome  dans  une  solution  de 
i-ouge  neutre  ou  de  bleu  de  crésyl  (i  ).  Il  n'existe  alors,  dans  ces 
jeunes  stades,  que  de  grandes  cellules  à  vacuoles  typiques 
énormes,  généralement  uniques,  et  remplissant  la  plus  grande 
pallie  de  la  cavité  cellulaire.  Le  noyau  est  nettement  visible, 
situé  contre  la  paroi  ;  sa  forme  est  arrondie  et  il  possède  un 
nucléole.  Le  cytoplasme  renferme  d'assez  nombreux  granules 
dont  les  plus  gros  sont  placés  autour  du  noyau  :  leur  nature 
exacte  ne  peut  être  donnée  par  le  simple  examen  vital  (fig,  i, 
pi.  V). 

La  coloration  réussit  bien  avec  le  rouge  neutre  ou  le  bleu 
de  crésyl  :  la  grande  vacuole  se  colore  seule  et  la  teinte  prise 
est  métachromatique,  oiangée  avec  le  rouge  neutre,  violette 
avec  le  bleu  de  crésyl,  ce  qui  indique  une  réaction  alcaline  du 
suc"  vacuolaire.  Ce  liquide  est  d'abord  très  a(|ueux  (f(j.  i. 
pi.  IX),  mais  il  s"épaissit  assez  vite  par  la  suite. 

Dans  ces  jeunes  albumens,  il  y  a  déjà  une  dilVérence  notable 
entre  les  cellules  périphériques  et  les  cellules  profondes.  Le 
vacuome  de  ces  dernières  est  constitué  par  une  vacuole  énorme  ; 

(i)  l.a  coloration  en'observation  viUle  ne  présentent  aucune   diniculté    spéciale 
dans  un  tissu  qui  es^t  encore  très  aqueux. 
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le  cytoplasme  ne  forme  qu'une  mince  couche  pariétale  et  ne 
renferme  que  quelques  rares  granules.  Le  noyau  se  trouve 
logé  dans  une  dépression  de  la  vacuole  et  en  partie  dissimulé 
par  elle.  La  taille  des  cellules  profondes  est  beaucoup  plus 
grande  que  celle  des  cellules  périphériques  elle  atteint  presque 
le  double  en  diamètre  dans  l'albumen  jeune  {fig.  9,  pi.  V). 
Malgré  ces  dissemblances,  le  point  de  départ  de  l'évolution 
vacuolaire  est  le  même  pour  toutes  les  cellules  de  l'albumen  : 
c'est  i'élat  de  grande  vacuole  aqueuse  :  dans  les  albumens  plus 
âgés,  au  contraire,  les  différences  qui  se  manifestent^  vont  nous 
obliger  pour  la  commodité  de  l'exposition  à  noter  séparément 
l'évolution  dans  les  cellules  périphériques  et  dans  les  cellules 
profondes. 

D.  Evolution  dans  les  cellules  phériphériques.  —  La  série  des 
transformations  de  l'appareil  vaeuolaii-e  s'observe  facilement 
au  début  sur  l'albumen  examiné  à  plat  sur  la  lamelle  ;  plus 
tard,  lorsqu'il  s'est  épaissi  et  qu'il  est  devenu  opaque,  sur  des 
coupes  tangentielles  très  minces  qu'on  observe  de  la  même 
façon. 

Le  rouge  neutre  et  le  bleu  de  crésyl  peuvent  être  employés 
indifféremment  :  les  résultats  obtenus  sont  équivalents.  Il  est 
toujours  nécessaire  d'opérer  les  colorations  sur  les  albumens 
entiers  avant  de  pratiquer  les  coupes  ;  l'albumen  absorbe  le 
colorant  avec  une  grande  facilité  par  toute  sa  surface  exté- 
rieure (i)  et  lorsqu'on  juge  à  l'œil  que  la  teinte  est  suffisante, 
on  pratique  une  coupe  mince  avec  un  bon  rasoir  et  on  observe 
immédiatement  dans  l'eau.  Un  excellent  éclairage  de  la  pré- 
paration est  absolument  nécessaire  pour  l'examen  aux  forts 
grossissements.  Si  Fou  réalise  ces  conditions,  la  préparation  se 
lit  aussi  bien  que  la  meilleure  coupe,  colorée  après  fixation. 

Le  morcellement  des  grandes  vacuoles  primitives  se  fait  de 
bonne  heure  et  débute  à  la  base  de  l'albumen,  au  stade  où  l'on 

(i)  Il  est  toujours  nécessaire  do    mettre  à    nu  une  partie    aussi  jurande   que  pos 
sible  de  la  surface  de  l'albumen,  sans  l'endommager  :  on  y  arrive  assez  facilement 
en  enlevant  avec  des  pinces  le  tégument  séminal. 
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commence  à    pouvoir  séparer  du  nucelle  cette   région    f{ui  a 
acquis  une  fermeté  suffisante. 

Ce  morcellement  s'accompagne  dune  production  d'huile 
qui  apparaît  sous  forme  de  nombreuses  petites  gouttelettes 
dans  le  cytoplasme,  autour  du  noyau  et  dans  les  trav'ées  qui 
délimitent  les  vacuoles  {fi.g.  2  à  f4,pL   V). 

Enfin,  il  se  pioduit  une  accumulation  de  substances  pro- 
téiqucs  à  lintérieur  du  vacuome  qui  entraîne  une  aptitude  de 
plus  en  plus  marquée  à  fixer  les  colorants.  La  teinte  prise,  de 
plus  en  plus  foncée,  est  toujours  d'un  beau  violet  avec  le  bleu 
de  crésyl,  rouge  brique  avec  le  rouge  neutre,  par  conséquent 
toujours  métachromalique. 

Lorsque  la  coque  de  la  giaine  devient  noire,  tout  en  gardant 
encore  sa  fragilité,  on  commence  à  pouvoir  isoler  l'albumen 
dans  son  entier.  C'est  le  stade  qui  montre  le  plus  grand 
nombre  de  phases  d'évolution  cellulaire,  car  la  différenciation 
ne  se  produit  pas  en  même  temps  partout  et  toute  la  gamme 
des  états  vacuoiaires  se  rencontre  sur  un  même  albumen.  Il 
existe  encore  quelques  cellules  à  grandes  vacuoles  uniques, 
des  stades  divers  de  fragmentalioil,  des  réseaux,  des  pcliles 
vacuoles  nombreuses  et  isolées.  L'huile  s'est  amassée  en  si 
grande  quantité  que  le  noyau  est  ordinairement  invisible;  en 
même  temps,  l'abondance  des  albuminoides,  donne  aux 
vacuoles  une  consistance  demi-fluide  qui  est  attestée  par  les 
variations  de  forme  auxquelles  on  assiste  (Jlg.  5  à  7,  pi.  \^. 

Ces  changements  montrent  qu'il  s'agit  bien  de  cellules 
vivantes  et  que  les  formes  observées  ne  sont  pas  artificielles. 

A  une  période  plus  avancée  de  la  naturalion,  les  formes  en 
réseau  du  vacuome  deviennent  très  nombreuses.  Pour  les 
observer,  il  faut  choisir  l'albumen  d'une  graine  à  coque  noire 
et  déjà  un  peu  dure.  Sur  une  graine  plus  âgée,  à  coque  noire 
et  dure  et  à  la  base  de  l'albumen,  les  grains  d'aleurone  sont 
déjà  isolés  et  constitués  avec  l'aspect  qu'ils  auront  dans  la 
graine  complètement  mûre.  Dans  la  partie  moyenne  de  l'albu- 
men au  contraire,    il    existe  encore  des  réseaux  très  variables 
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de  formes.  Ceci  montre  que  l'assise  périphérique  de  l'albumen 
se  différencie  dans  la  direction  micropylaire,  (région  où  se 
développe  la  caroncule). 

Les  formes  réticulées  du  vacuomesont  extrêmement  remar- 
quables :  on  les  trouve  dans  les  cellules  périphériques  d'albu- 
men pendant  la  période  oii  la  cellule  est  bourrée  de  petits 
globules  d'huile  qui  constituent  une  très  fine  émulsion  dans 
le  cytoplasme  {Jig.  5  et  6,  /)/.  Y).  Malgré  celte  accumulation, 
il  existe  encore  un  certain  mouvement  de  brassage  dans  la  cel- 
lule, ce  qui  occasionne  des  modifications  très  régulièresdansla 
forme  du  réseau.  Au  contraire,  lorsque  ce  dernier  s'est  résolu 
en  peliles  vacuoles  arrondies,  dont  chacune  a  la  valeur  d'un 
grain  d'aleurone,  il  ne  se  manifeste  plus  aucun  mouvement 
d'ensemble  :  les  globules  d'huile  apparaissent  comme  juxta- 
posés délimitant  un  réseau  occupé  par  le  cytoplasme.  La 
cellule  va  entrer  dans  une  phase   de  repos   {fig.   8,    pi.    V). 

Les  réseaux  correspondent,  on  le  voit,  à  la  période  qui 
précède  la  maturation,  alors  que  se  produit  un  dessèchement 
progressif  de  la  future  graine  :  ils  correspondent  aussi  à  une 
phase  de  mouvements  cytoplasmiques  intenses.  Ils  sont  bien 
réels,  car  ils  peuvent  se  voir,  difficilement  il  est  vrai,  sans  colo- 
ration vitale,  comme  des  diverlicules  clairs,  parce  que  le  va- 
cuome  à  ce  stade  est  légèrement  réfiingent.  C'est  une  vérifica- 
tion que  l'on  fait  ainsi  d'un  phénomène  constaté  d'une  manière 
tout  à  fait  générale,  la  conservation  parfaitement  fidèle  du 
vacuome  par  les  colorations  vitales. 

L  évolution  du  vacuome  chez  le  Ricin,  pendant  la  matu- 
ration de  l'albumen,  consiste  donc  dans  le  morcellement 
d'une  grande  vacuole  primitive,  dont  les  éléments  finissent  par 
s'isoler  sous  forme  de  giains  d'aleurone.  Un  stade  réticulé  du 
vacuome  précède  la  transformation  en  grains.  Cette  évolution 
s'accompagne  d'une  augmentation  du  cytoplasme  et  du  dépôt 
d'huile  en  quantité  considérable  à  son  intérieur. 

E.  Evolution  dans  les  cellules  profondes.  — Ces  cellules  comme 
les   précédentes,    renferment   chacune   au   début  une  grande 
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vacuole  typique  gorgée  d'eau  (fifj.  \).  pi.  li:  l'ensemble  du 
tissu  est  hyalin.  La  différenciation  débute  au  contact  de  la 
couche  cellulaire  externe,  où  le  tissu  de  l'albumen  prend  bien- 
tôt une  couleur  blanche  opaque  et  elle  gagne  à  partir  de  là  de 
plus  eu  plus  en  profondeur.  Sur  une  graine  à  coque  noi- 
râtre, mais  qui  n  est  pas  encore  dure,  il  y  a  deux  zones  très 
nettes  dans  lalbumen.  une  tranche  extérieure  blanchâtre, 
opaque  et  une  mince  tianche  interne  hyaline  Jhj.  19,  pi.  V). 
La  première  correspond  à  des  éléments  déjà  riches  en  huile 
et  qui  renferment  des  vacuoles  aleuriques  pres([ue  achevées, 
la  deuxième  est  formée  encore  de  cellules  à  grandes  vacuoles 
aqueuses  qui  commencent  seulement  à  se  fiagmcnter.  Il  est 
donc  possible  de  connaître  toutes  les  étapes  de  la  for-mation 
des  grains  d'aleur-one  sur  une  coupe  transversale  d'albumen, 
dans  une  graine  de  cet  âge. 

Pour  observer-  les  ceHules  j)iofondcs  d'albumen  vivantes  et 
colorées  vitalement.  certaines  pr-écautions  sont  indispensables: 
la  coloration  doit  se  faire  sur  une  tranche  coupée,  transver- 
sale ou  longitudinale,  de  l'albumen:  mais  on  ne  doit  pratiquer 
la  coupe  destinée  à  l'observation  qu'une  fois  la  coloration 
effectuée,  autrement  on  aurait  peu  de  chances  de  conserver 
des  cellules  vivantes.  Le  fragment  dalbumen  étant  placé  dans 
la  solution  colorante,  la  teinture  pénètre  peu  à  peu  par  la  sur- 
face de  section,  au  delà  de  la  zone  des  cellules  lésées  par  le 
rasoir,  et  vient  produire  des  colorations  vitales  dans  les 
éléments  plus  profonds.  Quand  on  estime  que  la  tcirrte  est 
suffisante-  on  fait  une  coupe  épaisse  qu'on  examine  immédia- 
tement dans  l'eau  :  les  cellules  colorées  vitalement  se  détachent 
nettement  au  milieu  des  éléments  altéi-és  et  sont  protégés  par 
eux,  ce  qui  permet  une  observation  de  plusieurs  minutes.  Il 
est  certain  que  cette  technique,  rendue  nécessaire  par  la  posi- 
tion des  cellules  profondes,  donne  moins  de  gar-antic  que 
l'observation  des  cellule  périphériques,  pr-otégées  par  des 
membranes  continues.  Même  lorsqu'une  cellule  est  colorée 
vitalement  et  qu'on  a  l'assurance  de  sa  vitalité,  il  se  peut  que 
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l'appareil  vacuolaire  très  sensible  soit  néanmoins  altéré  par 
suite  du  contact  de  l'eau,  car  lentréedu  colorant  vital  ne  peut 
guère  se  comprendre  qu'accompagnée  d'une  pénétration  corres- 
pondante de  l'eau  dans  laquelle  il  est  dissout.  Nous  nous 
sommes  assurés  d'ailleurs  que  ce  phénomène  pouvait  se  pro- 
duire et  nous  avons  pu  assister  dans  une  cellule  vivante  à  la 
confluence  de  plusieurs  vacuoles  par  suite  de  iîuidification  ; 
malgré  tout,  ces  faits  sont  relativement  rares  et  lorsqu'on 
connaît  une  fois  ces  cas  anormaux  on  les  distingue  facile- 
ment des  faits  vitaux. 

Sur  une  coupe  transversale  d'albumen,  dans  une  graine  à 
coque  noirâtre,  non  très  dure,  on  observe  tous  les  états  du 
vacuome  depuis  les  grandes  vacuoles  des  cellules  les  plus  pro- 
fondes, jusqu'aux  grains  d'aleurone  à  inclusions  des  éléments 
de  surface  :  les  états  intermédiaires  du  vacuome,  faisant  tran- 
sition, sont  donc  normaux  et  réels  comme  les  termes  eux- 
mêmes.  Pour  avoir  une  certitude  plus  complète  encore,  nous 
avons  examiné  plusieurs  fois  des  coupes  épaisses  d'albumen, 
aussitôt  faites,  sans  aucun  réactif  et  à  sec,  afin  de  vérifier 
l'exactitude  de  notre  description. 

La  formation  des  grains  d'aleuione  a  lieu  de  la  façon  sui- 
vante. Le  morcellement  des  grandes  vacuoles  primitives  donne 
naissance  par  division  à  un  petit  nombre  d'assez  grosses 
vacuoles  disposées  autour  du  noyau  central  {fig.  lo,  pi.  V)  ; 
puis  ces  vacuoles  elles-mêmes  se  divisent,  pour  donner  un 
certain  nombi-e  de  vacuoles  assez  grosses,  dont  le  suc  est  très 
épais  et  qui  deviendront  chacune  un  grain  d'aleurone.  Les 
inclusions  apparaissent  assez  tard  dans  le  liquide  des  vacuoles 
où  elles  sont  d'abord  petites  et  animées  de  mouvements  brow- 
niens {fig.  \!x,  pi.  V).  Leur  forme  est  très  variable;  elles 
restent  incolores  en  coloration  vitale. 

Enfin  au  contact  de  la  couche  périphérique,  il  y  a  des  grains 
d'aleurone  complètement  formés  avec  inclusions  caractéristiques 
(cristalloïdes  et  globoïdes),  sans  que  j'ai  pu  déterminer  laquelle 
des  deux  inclusions  apparaissait  la  première  {firj.    12,  pi.    V). 
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ART.  i».  —  ETUDE  DE  L'ALEIRONE  DAîSS  LA  GRAIXE  MURI^. 
Indication!^  techniques. 

La  graine  mûre  du  Ricin  se  prête  mal  à  une  coloration 
vitale  de  l'aleurone.  Ou  sait  en  eflct  que  les  grains  d'aleurone 
du  Ricin  ne  peuvent  pas  être  observés  sans  précaution  spé- 
ciale, par  suite  du  très  rapide  bouleversement  que  produit 
l'arrivée  de  l'eau  dans  les  grains  d'aleurone,  dont  la  substance 
a  la  propriété  de  se  fluidifier  rapidement  dans  ces  conditions. 
Eu  outre  l'abondance  de  l'huile  qui  s'échappe  des  cellules, 
vient  obscurcir  com'jîlètement  la  préparation  la  plus  soigneu- 
sement montée.  Tout  ces  graves  inconvénients  expliquent 
que  les  auteurs,  qui  ont  étudié  les  grains  d'aleurone  du  Ricin, 
aient  emi)loyé  des  méthodes  spéciales  d'observation. 

De  nombreux  procédés  de  fixation  ont  été  préconisés  :  les 
principaux  sont  l'alcool  absolu,  l'acide  picrique,  le  sublimé, 
le  forinol.  Ils  donnent  de  bons  résultats  dont  nous  parlerons 
plus  loin.  On  a  recommandé  également  l'observation  des 
coupes  fraiches  d'albumen  dans  l'huile  et  ce  n'est  pas  un 
mauvais  moyen  de  connaître  l'état  des  grains  d'aleurone  dans 
la  graine.  A  côté  de  ces  méthodes  classiques,  nous  devons 
décrire  celle  qui  nous  a  sei'vi  à  obtenir  des  colorations  vitales 
de  l'aleurone. 

A.  —  Cellules  périphérique*!»  d'alhunien. 

Ces  cellules  forment  une  seule  assise  continue  qui  entoure 
complètement  l'albumen.  Dans  la  graine,  elles  sont  recouvertes 
directement  par  une  pellicule  mince,  formée  de  cellules  mortes, 
qui  représente  le  reste  des  téguments  ovulaires.  Cette  pelli- 
cule, qui  adhère  d'une  façon  très  intime  à  l'albumen,  doit  être 
enlevée  pour  que   l'on  puisse  observer  la   surface   de  celui-ci. 

Cette  opération  est  assez  difficile  à  réussir  sur  la  graine 
sèche  sans  endommager  l'albumen  ;  cependant  quand  on  est 
parvenu   à  dénuder  une   petite   portion   de  ce   dernier,  il  est 
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possible  de  pratiquer  une  coupe  mince  tangentiellc  et 
d'observer  la  couche  des  cellules  périphériques,  après  l'avoir 
déposée  aplat  sur  une  lamelle.  On  voit  ainsi  à  sec,  avec  un 
grossissement  moyen,  que  cette  assise  est  formée  de  grandes 
cellules  allongées,  amincies  en  pointes  aux  extrémités  et  dont 
l'ensemble  rappelle  la  disposition  d'un  épidémie. 

Il  n'est  pas  possible,  par  contre,  au  moyen  de  cette  méthode, 
d'obtenir  une  coloration  vitale,  car  les  cellules  sont  lapi- 
dement  tuées;  nous  avons  donc  employé  l'artifice  suivant: 

Les  albumens  intacts,  tels  qu'on  les  extrait  de  la  coque 
séminale,  sont  placés  entiers  dans  une  solution  concentrée 
de  rouge  neutre  :  ils  comprennent  alors  l'albumen  proprement 
dit  et  l'embryon,  le  tout  recouveii  par  la  pellicule  ovulairc. 

Au  bout  d'une  demi-heuie  environ,  la  surface  de  l'objet  a 
pris  une  teinte  brun  rouge.  On  enlève  alors  la  pellicule  exté- 
rieure, qui  se  détache  à  ce  moment  avec  facilité  et  l'on  meta 
découvert  la  surface  extérieure  de  l'albumen,  qui  a  pris  une 
teinte  brun  jaunâtre  peu  foncée. 

Cette  coloration  est  due  à  la  pénétration  du  rouge  neutre 
qui  est  passé  à  travers  la  zone  des  cellules  morles,  puis  est 
venu  donner  une  coloration  vitale  dans  les  cellules  périphériques 
d'albumen.  Il  suffit  en  effet,  de  pratiquer  une  coupe  mince 
tangentielle  de  la  surface  colorée  et  de  l'observer  à  plat,  pour 
se  rendre  compte  qu'il  s'agit  d'une  parfaite  coloration  vitale. 
Dans  chaque  cellule  d'albumen,  on  constate  la  présence 
d'un  noyau  central  étoile,  non  coloré  et  de  grains  d'aleurone 
nombreux  et  petits,  arrondis,  teints  d'une  matière  homogène 
par  le  rouge  neutre  en  rouge  brique  foncé.  Entre  les  grains 
d'aleurone,  se  trouvent  de  nombreux  globules  d'huile  qui 
donnent  au  cytoplasme  un  aspect  alvéolaire  (i). 

On  peut  encore  observer  une  coloration  vitale  des  cellules 
périphériques  dans  la  région  de  l'albumen  correspondant  au 
micropylc    de    l'ovule.    11  existe  là  une   zone  assez  large,   en 

(i)  Le  cytoplasme  est  donc  réduit  à  un  réseau,  pressé  entre  les  globules  d'lu;ile  et 
les  grains  d'aleurone. 
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forme  de  pyramide  très  siiibaissée  à  trois  faces,  qui  n'est  pas 
normalement  recouverte  par  les  téguments  ovulai res  :  la  sur- 
face de  l'albumen  s'y  trouve  donc  à  nu  et  le  colorant  vital  y 
pénètre  rapidement,  lorsqu'on  place  l'albumen  entier  dans  la 
solution  de  rouge  neutre.  Les  cellules  y  sont  plus  courtes 
qu'ailleurs  et  elles  renferment  des  grains  d'aleurone  assez  gros, 
se  colorant  en  totalité  par  le  rouge  neutre. 

B.  —  CelBule«  profonde.^. 

Les  cellules  profondes  d'albumen  ne  diffèrent  pas  essentiel- 
lement des  cellules  périphériques  que  nous  venons  d'étudier, 
mais  elles  sont  plus  volumineuses  et  cela  d'autant  plus  qu'on 
s'éloigne  de  la  sin'face. 

En  outre,  elles  renferment  des  grains  d'aleurone  beaucoup 
plus  gros  qui  contiennent  des  inclusions. 

Les  cellules  qui  sont  immédiatement  sous  jacentes  à  la  cou- 
che périphérique  ont  des  ciislalloïdes,  mais  sont  dépourvues 
ordinairement  de  globoïdcs.  Plus  profondément,  au  contraire, 
les  grains  d'aleurone  ont  des  inclusions  complètes  (cristal- 
loïdes  et  globoïdes). 

I .  Cellules  sous  jacenles  à  hi  couche  périphérique.  —  Pour 
opérer  une  coloration  vitale,  nous  avons  enlevé  la  coque  de  la 
graine  et  placé  l'albumen  entier  dans  une  solution  diluée  de 
rouge  neutre.  Au  bout  de  deux  minutes,  la  pellicule  mince 
(pii  lecouvre  la  surface  de  l'albumen  se  détache  facilement;  on 
met  à  nu  de  cette  façon  la  couche  périphérique  de  l'albumen 
qui  apparaît  intacte  lorsqu'on  a  enlevé  avec  précaution  la  pel- 
licule. 

Si  on  replace  alors  l'albumen  dans  le  colorant,  on  constate 
au  bout  de  quelque  temps  à  l'examen  microscopi(pie  (pie  la 
couche  péiiphérique  de  ralbumen  est  tuée  et  montre  seulement 
ses  noyaux  colorés.  Au  contraire  l'assise  sous  jacente  apparaît 
colorée  vitalement  d'une  manière  très  belle  et  comme  l'assise 
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épidermique  est  très  mince,  formée  de  cellules  très  plates,  il 
est  facile  d'observer  les  éléments  qu'elle  recouvre  et  protège. 
Ceux-ci  montrent  des  grains  d'aleurone  dont  la  substance  fon- 
damentale est  colorée  en  orangé  et  chaque  grain  contient  un 
cristalloïde  incolore,  mais  est  dépourvu  de  globoïdes.  C'est  un 
état  de  l'aleurone  intermédiaire  entre  celui  de  l'assise  périphé- 
rique et  celui  des  cellules  profondes. 

Le  procédé  que  nous  indiquons  est  un  des  meilleurs  qui 
soit  pour  étudier  des  cellules  d'albumen  en  coloration  vitale,  sans 
que  l'arrivée  de  l'eau  produise  d'altération  nuisiljle  à  une  bonne 
observation,  en  même  temps  qu'à  une  image  exacte  de  la  réa- 
lité. Il  est  certain  que  cette  méthode  permet  l'observation  des 
grains  d'aleurone  dans  d'aussi  bonnes  conditions  que  si  l'on 
emploie  une  des  méthodes  de  fixation  classique.  Elle  a  en  outre 
l'avantage  d'être  très  rapide,  (elle  demande  une  demi-heure  à 
peine)  et  elle  permet  de  mettre  en  valeur  les  propriétés  de  la 
substance  fondamentale  de  l'aleurone. 

Lorsqu'on  a  opéré  de  cette  façon^  il  se  produit  bien  une 
entrée  de  l'eau  dans  la  cellule,  puisque  le  colorant  ne  peut 
arriver  au  contact  des  grains  d'aleurone  que  dissout  dans  l'eau, 
mais  cette  arrivée  esfménagée  et  n'amène  pas  de  pertubations, 
comme  ce  serait  le  cas  pour  des  cellules  d'albumen  qui  se 
trouveraient  en  contact  direct  avec  l'eau.  La  couche  périphé- 
rique de  cellules  mortes  qui  est  interposée,  suffit  à  protéger 
contre  cet  effet  la  couche  sous  jacente. 

2.  Cellules  de  la  masse  de  l'albumen.  —  Il  est  très  difficile 
d'en  faire  l'observation  vitale  dans  la  graine  mûre.  Les  artifices 
employés  pour  les  autres  cellules  ne  peuvent  servir  dans  ce  cas. 

II  n'est  cependant  pas  complètement  impossible  de  faire  de 
bonnes  colorations  vitales  en  opérant  de  la  façon  suivante  : 

On  coupe  un  albumen  en  deux  parties,  sur  lesquelles  on 
refait  avec  le  rasoir  une  surface  de  section  bien  plane  et  bien 
nette,  puis  on  immerge  les  moitiés  dans  le  bain  colorant.  Au 
bout  de  quelques  heures,  la  zone  coupée  a  pris  une  teinte  rouge 
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brique  foncée  :  on  fait  alors  une  coupe  épaisse  qu'on  observe 
à  un  grossissement  moyen. 

Les  cellules  coupées  sont  vidées  en  général  de  leur  contenu 
et  leurs  membranes  seules  sont  colorées  :  au  dessous  d'elles, 
on  distinguera  généralement  un  certain  nombre  de  cellules 
d'albumen  colorées  vitalemont  au  milieu  d'autres  cellules 
mortes.  Dans  les  cellules  colorées,  on  remarque  les  grains  d'aleu- 
rone  qui  ont  leur  taille  et  leur  forme  ordinaire  et  ne  sont  pas 
déformés  :  leur  substance  fondamentale  est  colorée  en  rouge 
brique  et  les  inclusions  sont  restées  incolores;  tout  le  reste  de 
la  cellule  demeure  sans  coloration.  Il  s'agit  donc  d'une  colo- 
ration vitale,  que  seule  l'épaisseur  de  la  coupe  et  le  trouble 
produit  par  les  cellules  désorganisées  empêche  d'examiner 
d'une  façon  détaillée. 

Nous  voyons  donc  que  la  méthode  vitale  peut  s'appliquer  à 
l'albumen  mùr  de  Ricin.  Outre  sa  rapidité,  cette  méthode  a 
l'avantage  de  mettre  en  évidence  les  propriétés  de  l'aleurone 
et  de  laisser  voir  en  même  temps  l'huile,  et  le  réseau  cytoplas- 
mique,  ce  que  ne  permettent  pas  de  faire  la  plupart  des  méthodes 
de  fixation  qui  produisent  une  dissolution  de  l'huile.  Nous 
avons  aussi  obtenu  des  images  de  la  cellule  d'albumen  de 
Ricin  plus  exactes  que  celles  qui  avai'ent  été  décrites  jusqu'à 
présent.  Elles  sont  entièrement  comparables  à  celles  que  nous 
avons  obtenues  par  l'emploi  d'une  méthode  de  fixation  spéciale 
la  méthode  de  Begaad. 

ART.  3.  —  EVOLUTION  DE  L'ALEURONE 
PENDANT    LA    CIERMINATION  DU   RICIN. 

Les  conditions  d'humidité  et  de  chaleur  auxquelles  sont 
soumises  les  graines  en  germination,  déterminent  dans  l'albu- 
men des  modifications,  qui  se  manifestent  bien  avant  que  la 
plantule  se  soit  fait  jour  au  dehors.  Ainsi  pendant  toute  une 
période,  que  l'on  pourrait  appeler  pré-germinative,  durant 
laquelle  la  graine  est  encore  apparemment  en  sommeil,   il  se 

Dangeard  10 
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produit  des  remaniçments  internes  très  importants.  Nous  ne 
nous  occuperons  ici  que  des  transformations  qui  intéressent 
les  grains  d'alourone. 

Nous  avons  vu  cpic  ces  derniers  dans  la  graine  nuire  étaient 
bien  individualisés,  toujours  arrondis  et  qu'ils  pouvaient  ren- 
fermer des  inclusions  (cellules  profondes)  ou  en  être  dépouivus 
(cellules  périphériques^). 

Leur  évolution  en  cours  de  germination  est  très  rapide  (i) 

A.   —  Cellules  péiâplaéi-ltiuos . 

Au  bout  de  six  jours  de  germination,  alors  que  la  coque  de  la 
graine  n  est  pas  éclatée,  la  couche  externe  de  lalhunien  niontre 
encore  quelques  grains  d'aleurone  isolés,  mais  dans  la  plupart 
des  cellules,  les  grains  se  sont  déformés  et  ils  se  sont  l'éuuis 
ensemble  en  un  réseau  dont  les  points  d  intersection  sont 
oocupés  par  une  masse  plus  importante  de  métachromatine 
OQrrespondant  aux  grains  d'aleurone  primitifs.  Les  trabécules 
sont  très  fins  et  serpentent  dans  les  intervalles  laissés  libres  au 
milieu  de  l'huile  qui  est  toujours  très  abondante  {fig.  2  et  3, 
jyl  YI). 

Ces  réseaux  correspondent  plut(5t  à  un  ])rassage,  une  remise 
en  mouvement  des  substances  contenues  dans  la  cellule  :  il 
n'y  a  pas  encore  de  véritable  hydratation  du  vacuome.  Il  se 
fait  d'abord  certainement  une  sorte  d'imbibition  d'ensemble 
de  la  cellule  et  le  vacuome  ne  donne  pas  l'impression  d'avoir 
subi  encore  un  accroissement  de  volume.  U  est  probable,  au 
contraire;  qu'une  partie  de  sa  substance  est  utilisée  ailleurs 
pendant  cette  période.  L'arrivée  de  l'eau  dans  le  vacuome  au 
début  de  la  germination  a  donc  lieu  dune  façon  ménagée. 

Dans  les  stades  ultérieurs,  l'hydratation  du  vacuonie  amène 
son  gonfl,ement  :  les  réseaux  très  fins  se  transforment  en 
ïéseaux  à  éléments  gros  et  courts,  puis  en  masses  irrégulière- 
ment lobées.  Le  système  vacuolaire  a  pris  dans  la  cellule  une 

(i)  Les  gerniinalions    oui  été  oljlernies  à  1  etuve  à  une  température  de  ao°. 
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importance  de   plus   en   j)lus  grande,   tandis  que   Ihuilc,    par 
contre,  est  devenue  de  moins  en  nioiits  abondante  (//{/.  5,  pi.  VI). 
Ces  états  sont  frécjuerds  dans  l'aljjumeii  dune  griiine  dont  la 
radicule  atteint  un  demi-cenliniètie  de  longueur;  on  les  trouve, 
en  même  temps  que  des  stades  moins  évolués  en  réseau  finetdes 
stades  plus  avancés  de  grosses  vacuoles  dont  nous  allons  parler 
maintenant.  Lorsque  le  vacuome  en  eflet,  sest  transformé  en 
masses  assez  grosses  irrégulièrement  déformées,  il  arrive  que 
les  diverses  parties  de  ces  vacuoles  se  séparent  et  s'isolent  sous 
forme  de  grosses  sphères  qui  s'arrondissent  bientôt(//r/.  6,  pi.  17). 
Souvent  même,   tout  l'appareil  se  mue   en    une   volumineuse 
vacuole.  A  cet  état^  ces  éléments  sont  encore  liches  en  produits 
albuminoïdcs  :  la  teinte  prise  en   coloration  vitale  est  encore 
très   intense,   rouge  bri([ue   loncé  avec  le  rouge  neutre,  violet 
avec    le   bleu   de  crésyl  et  le  suc  vacuolaire  encore  très  épais 
{fig.  7,  pi  VI). 

L'huile  existe,  mais  sous  forme  de  gouttelettes  séparées  très 
nombreuses,  au  lieu  de  se  trouver  comme  précédemment  à 
l'état  d  émulsion  compacte. 

Lorsque  la  jeune  pi  an  tu  le  montre  une  radicule  de  tiois  ou 
quatre  centimètres  de  longueur,  on  ne  trouve  plus  dans  la 
couche  externe  de  l'albumen  que  des  ceUides  à  grandes  vacuoles 
uniques  :  le  suc  vacuolaiie  apparaît  de  moins  en  moins  con- 
centré. 

Enfin,  quand  la  plantule  a  acquis  une  racine  de  sept  ou  huit 
centimètres,  on  i-emarque  que  les  cellules  périphériques  d'albu- 
men prennent  encore  assez  bien  le  colorant  vital,  mais  la  teinte 
prise  est  pâle.  En  outre,  le  suc  vacuolaire  qui  était  alcalin 
jusque  là,  devient  acide  car  le  rouge  neutre  prend  une  teinte 
rosée.  A  côté  des  cellules  colorées  vivantes,  d'autres  sont 
mortes  et  désorganisées  :  les  cellules  sont  devenues  énormes  et 
elles  commencent  à  se  désagréger.  Le  cytoplasme,  à  la  fin, 
renferme  des  globules  nombreux  assez  gros  dont  la  nature  est 
incertaine  (fig.  8,  pi.  M). 
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H    —  Cellules    profondes;   d'albumen. 

L'évolution  des  grains  d'aleurone  en  vacuoles  est  d'une 
façon  gén.éralc  plus  rapide  dans  la  masse  de  l'albumen  que 
dans  les  cellules  périphériques,  mais  les  changements  se  mani- 
festent moins  tôt. 

Lorsque  la  lacine  se  montre  au  dehors,  il  y  a  encore  dans 
la  plupait  des  cellules  des  vacuoles  à  inclusions  'très  nettes. 
Les  inclusions  sont  devenues  très  rares  lorsque  la  racine  a 
un  centimètre  ou  deux  de  longueur  et  on  en  chercherait  vai- 
nement sur  des  germinations  plus  avancées  :  la  disparition 
des  inclusions  est  donc  très  rapide. 

Pour  observer  les  cellules  profondes  d'albumen,  il  faut  pro- 
céder de  la  manière  dont  il  a  été  question  au  chapitre  de  la 
maturation.  La  coloration  s'opère  sur  des  tranches  coupées  de 
l'albumen  et  l'observation  se  fait  sur  des  couches  épaisses  que 
l'on  monte  dans  l'eau  et  que  Ton  observe  immédiatement.  Il 
arrive  souvent  que  sur  une  coupe,  seules  quelques  cellules 
sont  intactes,  bien  colorées  et  se  prêtent  à  l'examen  microsco- 
pique. Parfois  même  la  coupe  tout  entière  est  inutilisable  ;  il  y 
a  donc  de  très  réelles  difficultés  à  suivre  les  modifications  du 
vacuome  au  cours  de  la  germination,  dans  les  cellules 
vivantes. 

Au  début,  et  jusqu'au  stade  oii  la  racine  pointe,  les  modifi- 
cations consistent  en  la  liquéfaction  de  la  substance  fondamen- 
tale qui  se  transforme  en  une  vacuole  arrondie  ou  ovale 
contenant  les  inclusions  peu  modifiées  (Jlg.  g,  pi.  VI). 

Par  suite  du  gonflement,  si  plusieurs  vacuoles  viennent  au 
contact,  elles  se  fusionnent  et  les  inclusions  de  l'une  et  de 
l'autre  réunies  ensemble  s'accolent  en  un  petit  groupe  caracté- 
ristique. La  dilution  de  plus  en  plus  grande  de  la  solution  de 
protéine  entraîne  la  formation  de  précipitations  qui  se  pro- 
duisent de  la  façon  suivante.  Le  dépôt  du  précipité  coloré 
peut  avoir   lieu   auloui'  des   inclusions   ou   sui'   le    bord  de  la 
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vacuole  ;  le  reste  de  la  cavité,  dans  ce  cas,  devient  incolore  ou 
à  peine  teinté  {fuj.  12,  pi.   \  fi  d  (,//[/•   10,  pi.   17). 

Lorsque  la  racine  a  un  ceuliinèlre  de  longueur,  on  trouve 
déjà,  au  dessous  de  la  couche  externe,  de  grandes  vacuoles  dont 
les  inclusions  ont  complètement  disparu  (fuj.  ti,  pi.  17).  Sur 
une  plantule  plus  âgée  dont  la  racine  a  six  centimètres  par 
exemple,  les  cellules  d'albumen  prennent  encore  le  colorant 
vital,  mais  la  teinte  prise  est  beaucoup  plus  pâle  et  il  se  fait 
une  facile  précipitation  de  globules  colorés  ;  parfois  même  ces 
globules  sont  émis  en  dehors  des  vacuoles  et  paraissent  libres 
au  milieu  du  cytoplasme.  Ce  dernier  se  trouve,  à  cette  période, 
rempli  de  gros  globules  qui  réduisent  faiblement  l'acide 
osmique.  Il  est  certain  que  la  majorité  des  réserves  contenues 
dans  l'albumen  est  alors  passée  dans  la  jeune  plantule  et  la 
suite  de  l'évolution  de  l'albumen  consiste  en  une  désorganisa- 
tion progressive  et  une  destruction  des  cellules  d'albumen. 

C.    —  Cellule*»  «le  la  couche    iaiteene  de  i'alhunteu, 
au  contact   des    cotylétloiis. 

Dans  les  graines  germées,  de  même  que  dans  les  gi-aines  au 
repos,  les  cotylédons  foliacés  de  la  plantule  sont  en  contact 
intime  avec  la  couche  interne  de  l'albumen.  Dans  la  graine 
mûre,  ce  contact  est  assez  étroit,  pour  qu'il  soit  impossible  de 
séparer  les  cotylédons  de  l'albumen  sans  dommage  pour 
celui  ci,  mais  dès  que  la  graine  germe,  il  devient  facile  de 
détacher  une  portion  du  cotylédon,  pour  mettre  à  nu  une  zone 
assez  étendue  de  la  couche  interne  de  l'albumen  ;  si  alors  on 
fait  agir  une  solution  de  rouge  neutre  sur  cette  surface  très 
perméable,  on  obtient  rapidement  la  fixation  du  colorant 
vital  par  les  cellules  ;  on  fait  alors  luie  coupe  tangen.lielle  de 
l'albumen  et  on  observe  immédiatement  an  microscope. 

L'intéi'êt  de  cette  partie  de  l'aUjumen  consiste  dans  la  possi- 
bilité qu'elle  offre,  d'ètie  colorée  vitalement  dans  des 
conditions  de  vie  normale,  ce  qui  n'est  pas  réalisable  pour  les 
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cellules  profondes  d'albumen  dont  nous  venons  de  faire  l'étude 
et  qu'il  nous  a  fallu  coloier  sur  des  coupes. 

D'autre  part,  cette  assise  eontienl  dos  éléments  à  gros  grains 
d'aleurone  du  type  des  cellules  profondes,  qui  renferment  les 
inclusions  caractéristiques  et  sa  situation  au  contact  immédiat 
des  cotylédons,  lui  donne  un  rôle  cerlainement  nu  peu  spécial 
par  rapport  aux^  autres  poiiions  de  raibumcn. 

Pendant  les  premières  périodes  de  la  germination  cette 
assise  conserve  des  grains  d'aleurone  presque  intacts. 

Tout  à  fait  au  début  et  lorsque  la  coque  de  la  graine  est 
seulement  éclatée,  on  peut  observer  de  belles  colorations 
vitales  des  cellules  d'albumen,  telles  qu'elles  ont  été  repré- 
sentées {Jlg.   i3,  })l.   V). 

Dans  les  cellules  les  moins  modifiées,  les  g-ros  grains  d'aleu- 
rone n'ont  subi  qu'un  léger  gonllement  et  leur  aspect  ditlère 
peu  de  celui  cjui  existe  dans  une  graine  à  l'état  de  repos.  Dans 
les  intervalles  de  ces  grains  on  en  observe  de  beaucoup  plus 
petits,  colorés  en  rouge  b;i(pic.  (pii  sont  assez  souvent  dépour- 
vus d'inclusions  ;  ils  sont  parfois  encore  arrondis,  comme 
dans  la  graine  à  l'état  de  vie  lalentie,  mais  la  plupart  du 
temps,  des  ce  premier  s'ade  de  la  germination,  on  les  trouve 
déformés,  allongés,  souvent  étirés  d'une  façon  considérable  ; 
plusieurs  de  ces  corpuscules  aleuriques  arrivent  à  se  joindre 
entre  eux  et  l'on  observe  alors  des  ébaucbes  de  réunion  en 
réseau-. 

Pendant  ce  temps,  on  constate  ([ue  les  gros  grains  d'aleurone 
n'ont  pas  encore  été  modifiés  et  conservent  leur  forme  ovale 
ou  sphérique.  Plus  tard,  sur  des  germinations  plus  évoluées 
flg.  racine  =  i/;?  cm.)  on  les  observe  à  leur  tour  comprimés, 
et  déformés  et  les  inclusions  persistent  encore  très  visibles 
comme  des  enclaves  non  colorées. 

Dans  les  stades  suivants,  (Ig.  rac  =  i  cm."»  les  réseaux  va- 
cuolaires  sont  plus  rares  et  les  inclusions  sont  partiellement 
dissoutes;  les  cellules  qui  renferment  de  grandes  vacuoles  à 
contenu  homogène  sont   fréquentes.    Ces  vacuoles    absorbent 
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encore  très  éncrgiqocment  le  rouge  neuUc  el  se  coloreni,  eu 
ronge  briqne  foncé.  Le  conlonn  proléi(|ne  esl  (If)iic  toujf^irs 
abnndanl,  el  il  ariixe  ([u'il  se  [)réci|)ile  en  globules  louges  plus 
colorés  que  le  reste  de  la  vacuole. 

La  transformation  des  grains  d'aleurone  en  vacuoles,  f|ui 
s'opère  à  ce  moment,  a  lieu  très  rapidement  comme  le  montrent 
les  indications  suivantes  :  sur  des  germinations  dont  la  racine 
atteint  un  centimètre  de  longueur,  on  peut  encore  trouver  des 
grains  d'aleurone  reconnaissables  renfermant  leur  iuclusions; 
sur  des  germinations  dont  la  racine  a  une  longueur  de  deux 
centimètres,  il  n'y  a  plus  que  de  gi'andes  vacuoles  dans  cette 
assise  interne  de  l'albumen  et  toute  trace  d'inclusions  a  disparu 
de  ces  vacuoles. 

ART.  II.  -  ETUDE  DE  L'ALBUMEN  AU  MOYEN  DE  LA  MÉTHODE 

DE  lŒGAUD. 

A     —  Cytologie  «le  l'alliuitieu  un  peu  avant  ninturatioii  . 

(Méthode  «le  Regauil). 

Les  cellules  profondes  d'albumen  ont  un  noyau  toujours 
central,  nucléole  ;  sa  foi'me  est  étoilée  et  il  se  lattacbe  aux  ti'a- 
bécules  du  cytoplasme  environnant.  Cet  aspect  du  noyau  cor- 
respond exactement  à  celui  que  l'on  observe  sur  le  vivant 
(préparation  d'albumen  observée  à  sec)  {fig.  i  et  2,  pi.  Afll). 

Par  la  méthode  de  Regaud,  l'buile  est  dissoute  dans  les 
préparations  (au  cours  du  passage  par-  le  xylol),  et  il  i-este  dans 
la  cellule,  à  la  place  qu'occupaient  les  globules  d  huile,  des 
espaces  clairs  (pii  sont  limités  par  les  trabécules  du  proto- 
plasme colorés  en  gr'is  pâle.  La  fixation  est  donc  excellente, 
puisqu'elle  reproduit  sans  déformation  l'aspect  alvéolaire  que 
nous  avons  déci'it  dans  la  cellule  vivante. 

Les  grains  d'aleurone  se  trouvent  comme  les  sphérules 
d'huile  entourés  par  le  cyto])lasme.  Leur  forme  esl  bien  con- 
servée ;  leurs  caractères  de  coloration  par  Ibématoxyline  sont 
les  suivard,s  : 
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Les  globoïdes  ne  se  sont  pas  colorés  et  apparaissent  comme 
des  vacuoles  incolores;  le  cristalloïde  peu  chromatique  appa- 
raît presque  sans  coloration  naturelle,  mais  souvent  il  possède 
à  sa  surface  un  enduit  chromatique  qui  provient  du  dépôt  à 
sa  périphérie  de  la  substance  fondamentale  protéique.  Celle-ci 
fixe  très  énergiquement  l'hématoxyline  et  elle  peut  se  préci- 
piter de  plusieurs  manières^  soit  autour  du  cristalloïde  oii  elle 
forme  le  dépôt  dont  nous  venons  de  parler^  soit  sur  la  paroi 
externe  de  la  vacuole  aleurique,  soit  autour  du  globoïde. 
Enfin,  il  peut  arriver  qu'il  n'y  ait  pas  précipitation  du  tout  et 
que  toute  la  substance  fondamentale  soit  colorée  en  gris  foncé 
homogène. 

Le  dépôt  à  la  surface  du  cristalloïde  peut  affecter  des  formes 
très  particulières,  en  réseau  par  exemple,  comme  l'indique  la 
figure  {fig.  o,  pi.  XIII). 

Ces  états  provenant  d'une  précipitation  effectuée  irréguliè- 
rement, sont  très  variables.  On  ne  les  observe  pas  en  coloration 
vitale,  car  dans  ces  stades  le  suc  vacuolaire  très  épais  ne  se 
précipite  pas  sous  l'intluence  du  colorant  vital,  tandis  qu'il  se 
coagule  et  se  contracte  de  diverses  façons  par  l'action  du  fixa- 
teur. 

Enfin,  il  existe  dans  le  cytoplasme  et  presque  toujours  aux 
angles  du  réseau  qu'il  forme,  des  granulations  et  de  très  courts 
bâtonnets  fortement  colorés  en  noir  alors  que  les  trabécules 
eux-mêmes  sont  gris  (fig.  3,  pi  \III). 

Ces  éléments  sont  de  tailles  diverses  et  il  est  assez  difficile 
de  faire  une  distinction  entre  eux,  néanmoins  les  plus  gros 
paraissent  représenter  des  plastes. 

B.  —  Cytologie  de  l'albuniei»  d'une  gi*aiiie  mûre. 

Le  liquide  de  Regaud  donne  une  fixation  très  bonne  de 
l'albumen  mûr  de  Ricin  ;  on  peut  s'assurer  au  moyen  d'acide 
osmique  que  l'huile  n'est  pas  dissoute  et  qu'elle  est  conservée 
par  ce  procédé.  (Elle  est  dissoute  au  contraire  dans  les  fixa- 
teurs à  base  d'alcool  absolu.)  ^ 
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On  peut  faire  tonte  une  séiie  d'observations  sur  des  albumens 
ainsi   fixés. 

f"  Observations  sans  coloration. 

On  fait  une  coupe  langenliellc  d'albumen  et  on  observe  à 
plat  les  cellules  de  la  couche  périphérique  ;  elles  montrent  de 
nombreux  corps  réfringents  très  petits  qui  correspondent  aux 
grains  d'alenrone.  Si  on  emploie  ensuite  un  peu  d'alcool  iodé, 
on  distingue  que  ces  petits  grains  anondis  contiennent  de 
petites  inclusions  de  grosseur  vaiiée.  Par  conséquent,  la  fixa- 
tion au  Regaud  donne  lieu  à  une  précipitation  de  granules 
dans  les  grains  d'aleurone  primitivement  homogènes.  (Com- 
parer avec  l'étude  vitale.) 

Dans  les  cellules  profondes,  sur  une  coupe  mince  d'albumen, 
on  voit  de  gros  grains  d'aleurone  qui  contiennent  un  cristal- 
loïde  et  d'assez  nombreux  petits  corpuscules  arrondis  (6  à  8 
environ)  qui  sont  des  précipitations  dans  la  substance  fonda- 
mentale. Après  l'action  de  l'alcool-iodé,  le  cristalloïde  montre 
une  belle  teinte,  jaune^  tandis  f{ue  les  granules  précipités  dans 
le  vacuole  aleurique  et  le  globoïde  lestent  incolores. 

2"  Observation  après  coloration. 

a)  Rouge  neutre.  --  Après  décoloration  à  l'alcool  absolu, 
oi\  observe  que  le  cristalloïde  demeure  coloré  en  rouge  orangé  et 
([ue  les  grains  de  protéine  sont  rouges  ;  la  substance  fondamen- 
tale est  décolorée.  Cet  essai  montre  que  les  propriétés  chroma- 
tiques du  grain  d'aleurone  sont  bien  dilTérentes,  suivant  qu'il 
s'agit  d'une    coloration   vitale,   ou    d'une   coloration    léthale. 

Dans  le  premier  cas,  la  substance  fondamentale  se  teint  en 
rouge  orangé  et  le  ciistalloïde  demeure  incolore  ainsi  que  le 
globoïde;  dans  le  deuxième  cas,  les  grains  de  protéine,  préci- 
pités à  l'intérieur  de  la  substance  fondamentale,  se  teignent  en 
rouge  ainsi  que  le  cristalloïde,  laudis  (iiic  le  globoïde  demeure 
incolore. 
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h)  Bleu  (Je  erésyl  à  1  0/0  (lo  minutes,  régression  à  l'alcool 
absolu,  montage  au  baume). 

Dans  les  cellules  prolondes,  le  ciistalloïde  cl  la  substance 
fondamentale  sont  bleues,  les  grains  de  protéine  sont  rouges 
métachroniatiques  ainsi  que  le  globoïde.  Quelquefois,  le  glo- 
boïde  n'est  pas  distinct  et  il  existe  seulement  à  l'intérieur  de  la 
substance  fondamentale  de  nombreux  petits  granules  méta- 
cbromatiques  colorés  en   rouge  vineux  (//(/.   i6,  pi.  1  ). 

Comme  dans  le  cas  du  rouge  neutre,  la  coloration  léthale 
donne  des  résultats  assez  difl'érents  de  la  coloration  vitale,  car 
dans  les  cellules  vivantes  le  globoïde  n'est  jamais  coloré  par 
le  bleu  de  erésyl.  (Comparer  les  figures). 

e]  Coloraliou  h  thérwiloxyline  ferrique  sur  des  coupes  en  srrie 
d'albumen  {coupes  au  inierofomc,  épaisseur  5  k). 

Cellules  phéripbériques  d'albumen.  —  Ces  cellules  sont  très  • 
allongées,  mais  leur  épaissourest  faible.  Le  noyau  a  nnesituation 
centrale,  il  est  étoile  et  pourvu  d'un  gros  nucléole  Le  cytoplasme 
apparaît  comme  alvéolaire-  parce  (|u'il  est  rédnit  à  des  trabé- 
cules  entourant  les  cavités  où  l'buile  a  été  dissonte.  Il  renfeime 
des  petites  granulations  très  colorées.  Les  grains  d'aleurone  sont 
assez  petits  et  ils  se  montrent  coloi-és  en  noir  intense  :  ces 
grains  ne  sont  entourés  d'aucune  auréole  byaline  pouvant  indi- 
quer une  contraction  et  ils  ne  renferment  pas  d'inclusions, 
leur  contenu  se  montrant  coloré  en  totalité  (fig.  5,  pi.  Alfl). 

Cellules  profondes.  —  On  peut  distinguer  après  fixation  et 
coloration  les  éléments  suivants  :  le  noyau  a  une  position  cen- 
trale; il  est  relativement  petit  par  rapport  à  la  taille  de  la  cel- 
lule. Sa  forme  est  étoilée  et  comme  sa  membrane  (fcnveloppe  est 
peu  \isil)le,  il  donne  l'impression  de  se  continuer  avec  les  fda- 
ments  cyto})lasmiques  qui  s'en  délacbent  (//;/.  i.'>,  pi.  XIIJ). 

Le  cytoplasme  a  une  disposition  réticulée  très  nette  et  les 
mailles  du  réseau  sont  occupées  par  des  espaces  clairs  (pii 
représentent  l'emplacement  c[u'occupaient  les  globules  d'bnile, 
dissous  au  cours  du  montage  des  préparations. 
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Aux  angles  du  réseau  de  cytoplasme,  s'observent  plusieurs 
sortes  de  granulations  et  des  bâtonnets  qu'il  est  assez  difficile 
d'identifier.  Les  plus  gros  repr^'sentent  très  probablement  des 
plastos  :  les  plus  petits  dos  microsomcs,  mais  il  n'existe  pas  une 
dislinction  très  nette  entre  ces  deux  catégories  d'éléments.  Dans 
tous  les  cas,  il  ii'existe  pas  de  filaments  onduleux  mais  unique- 
ment des  grains    irréguliers  et  des  bâtonnets  peu  allongés. 

Les  grains  d'aleurone  sont  gros  et  ovales,  non  déformés  par 
la  fixation,  entourés  par  une  très  mince  couche  de  cytoplasme 
qni  se  relie  par  de  fins  trabécules  au  réseau  environnant.  Ils 
renferment  les  inclusions  connues  :  cristalloïdes  et  un  ou  plu- 
sieurs globoïdes. 

Si  la  régression  a  été  peu  poussée,,  la  substance  fondamen- 
tale et  le  cristalloïde  sont  noirs  et  se  confondent  entre  eux;  si 
au  contraire,  la  décoloiation  a  duré  plus  longtemps,  le  cristal- 
loïde décoloré  est  gris  clair  et  son  contenu  est  nettement 
distinct  de  la  substance  fondamentale,  qui  est  restée  encore 
foncée.  Il  y  a  donc  une  assez  grande  ditrérence  de  chromaticité 
entre  le  cristalloïde  et  la  protéine.  Cette  dernière,  substance 
appaïaît  souvent  à  l'état  de  granulations  noires  précipitées  à 
l'intérieur  de  la  vacuole  aleuiique,  ou  bien  encore  elle  peut 
former  un  dépôt  chromatique  à  la  surface  du  cristalloïde  et  le 
masquer  plus  ou  moins  complètement  [i). 

Les  globoïdes  sont  au  contraire  toujours  incolores  et  pré- 
sentent l'aspect  de  vacuoles  claiies  arrondies  au  sein  de  la 
substance  du  grain. 

C.    —  Cytologie  de  l'Albunion  {»ei*ni»' 
paa*   la  Méthode  de  Regaud. 

Les  grains  d'aleujone  se  transforment  en  vacuoles  très  colo- 
rées au  début  parce  (pi'elles  sont  riches  en  albuniinoïdes.  La 
protéine  forme  alors  uu  fin  précipité  granuleux  coloré  en  noir 
i.f'O-  9'  7^^-  -V///).  Ce  ])récipité  peut  même  constituer  un  dépôt 

(i)  C'esl  à  ce  dépôl  pliitùt  qu'à  sa  cnloralio"   pri  prn    que  le  crislalloïJe  doit  par 
fois  d'être  distingué  difficilement 
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assez  ténu  pour  donner  à  la  vésicule  aleurique  une  apparence 
homogène:  au  sein  de  la  xncuole  se  Ji-ouAcnl  libres  les  cristal- 
loïdes  très  diminués  de  taille  et  les  globoïdes  généralement 
fragmentés  {fig.  ii  et  12,  pi.  XIII). 

Les  préparations  fixées  montrent  des  stades  de  fusion  de 
vacuoles  et  des  masses  vacuolaires  irrégulièrement  lobées,  tout 
à  fait  comparables  à  celles  qu'on  observe  vitalement,  colorés 
par  le  rouge  neutre.  Les  précipitations  colorables  en  rouge 
foncé  par  le  colorant  vital  et  disposées  souvent  en  croûte  chro- 
matique sur  les  cristalloïdes.  sont  représentées  sur  les  prépara- 
tions fixées  par  un  enduit  noir  très  foncé.  La  concordance 
des  observations  est  donc  complète  {fig.  l\  et  10,  pi.  XIII). 

Le  cytoplasme  présente  toujours  une  disposition  alvéolaire, 
mais,  pendant  la  germination,  on  peut  remarquer  que  l'huile 
est  incomplètement  dissoute  dans  les  préparations,  ce  qui  in- 
dique que  sa  nature  chimique  s'est  modifiée;  il  existe  encore 
quelques  zones  étroites  où  lliuile  a  disparu  entièrement,  mais 
partout  ailleurs,  une  légère  coloration  grise  révèle  la  présence 
d'un  corps  huileux  particulier. 

Les  granulations  du  cytoplasme  sont  très  visibles  comme  des 
corpuscules  assez  gros,  très  colorés.  La  plupart  me  paraissent 
représenter  des  plastes  qui  ont  grossi  pendant  la  germination 
et  peuvent  même  parfois,  comme  on  le  sait  sécréter  de  l'ami- 
don. On  n'observe  aucun  aspect  correspondant  à  deschondrio- 
contes  allongés  {fig.  !\  et  8,  pi.  XIII). 

Le  noyau,  pendant  ces  stades,  est  gros,  vésiculeux,  nucléole. 
L'albumen  provenant  de  germinations  plus  âgées  (Ig.  racine- 
I  (;m.  5o)  montre  des  cellules  à  grandes  vacuoles  souvent  uni- 
ques par  cellules  qui  résultent  de  la  fusion  entre  elles  des 
vacuoles  aleuriques  précédemment  décrites.  Ces  grandes  va- 
cuoles ont  encore  un  contenu  granuleux  noir  foncé,  de  sorte 
qu'on  pourrait  méconnaître  leur  nature.  Au  contraire,  les 
espaces  claiis  qui  sont  visibles  à  ce  moment  dans  le  cytoplasme, 
ne  sont  pas  de  véritables  vacuoles,  mais  des  espaces  occupés 
antérieurement  par  de  l'huile. 
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Les  vacuoles  aleuriques  renferment  souvent  encore  des  cris- 
tiUoïdes  de  faible  taille  reconnaissables  cependant  à  leurs 
formes  anguleuses.  Ils  sont  recouverts  en  général  d'un  enduit 
chromatique  comparable  à  la  croûte  chromatique  que  nous 
avons  décrite  en  coloration  vitale  et  ils  doivent  se  dissoudre 
peu  à  peu  au  début  sans  se  fragmenter,  car  on  n'obseive  que 
très  peu  de  cristalloïdcs  morcelés.  Ils  présentent  parfois  un 
double  contour  souligné  par  une  forte  coloiation  noire;  à  la 
fin  de  la  digestion,  les  cristalloïdes  se  fragmentent,  car  ils  se 
montrent  comme  des  masses  globuleuses  irrégulières  très  colo- 
rées par  suite  du  dépôt  de  la  protéine  à  leur  surface  ;  ces  masses 
mamelonnées  qui  n'ont  plus  aucune  structuie  visible  corres- 
pondent exactement  à  ce  que  nous  avons  décrit  sur  les  cellules 
vivantes  (fig.  8,  /)/.  A7/7). 

De  même,  le  suc  vacuolaire  devenant  très  fluide,  la  protéine 
se  dépose  en  corpuscules  très  colorés  sur  la  paroi  externe  de 
la  vacuole  et  il  arrive  alors  que  l'intérieur  même  de  la  vési- 
cule est  presque  complètement  décoloré.  D'autre  fois,  la  pro- 
téine étant  devenue  encore  moins  abondante,  la  vacuole  finit 
par  ne  plus  renfermer  que  des  granulations  éparses.  Ces 
aspects  ont  déjà  été  signalés  en  coloration  vitale. 

Au  début,  les  globoïdes  fragmentés  sont  encore  présents 
parfois  :  ce  sont  alors  des  espaces  arrondis  clairs  contenant 
un  corpuscule  incolore  à  leur  intérieur.  Ils  disparaissent  plus 
tôt  que  les  cristalloïdes,  mais  c'est  la  protéine  qui  persiste  le 
plus  longtemps  sous  forme  de  granulations  chromatiques 
clairsemées. 

G0NCLUSIO^S   AU   SUJET   DE   l'eMPLOI   DE   LA   METHODE   DE   ReGAUD. 

Les  grains  d'aleurone  sont  très  bien  fixés  par  la  méthode 
de  Regaud.  La  substance  fondamen.lale  protéiquc  a  des  pro- 
piiétés  chromatiques  très  intenses  tl  se  colore  en  noir  foncé 
par  l'hématoxylinc  fcrriquc.  Elle  forme  une  solution  très 
épaisse  dans  les  vacuoles  aleuriques.  Celte  solution  peut  préci- 
piter son  contenu  en  corpuscules   variables    de  formes  et  de 
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tailles  soit  à  l'intérieur  de  la  vésicule,  soit  sur  ses  parois  :  la 
protéine  peut  encore  se  déposer  à  la  surface  des  inclusions 
en  une  couche  chromatique.  Celte  précipilalion  se  prcxhiit 
plus  facilement  pendant  les  stades  de  la  niaturaticn  ou  de  la 
germination,  alors  que  les  vacuoles  aleuriques  ont  un  suc  [)lus 
aqueux,  mais  elle  a  lieu  éi^alenu^nt  dans  la  graine  mûre. 
'  Ces  résultats  correspondent  exactement  à  ceux  que  nous 
avions  signalés  en  coloration  vitale  :  les  mêmes  précipitations 
s'obsei'vcnt  en  effet  dans  ce  dernier  cas  ;  cependant,  dans  la 
eraine  mûre  et  dans  les  stades  voisins,  la  substance  fonda- 
mentale  se  montre  ordinairement  homogène  lorsqu'elle  est 
colorée  vitalement. 

On  voit  que  c'est  la  même  substance,  la  protéine  du  grain 
qui  se  montre  chromatique  par  la  méthode  de  Regaud  et  par 
la  coloration  vitale  au  rouge  neutre. 

Le  cristal loïde  peu  chromatique  après  emploi  de  la  méthode 
de  Regaud,  est  peu  colorable  par  les  teintures  vitales  (inco- 
Uire  avec  le  rouge  neutre,  teinté  en  bleu  avec  le  bleu  decrés^l). 

Les  globoïdes,  incolores  après  fixation  et  coloration  Regaud, 
sont  aussi  non  colorés  vitalement  par  le  rouge  neutre  ou  le 
bleu  de  crésyl. 

Le  cytoplasme  des  cellules  d'albumen  présente  une  disposi- 
tion alvéolaire  avec  mailles  entourant  les  espaces  occupés  par 
fhuile.  Cette  disposition  correspond  exactement  à  ce  qu'on 
voit  dans  les  cellules  \ivantes,  sauf  que  le  réseau,  une 
fois  fixé,  parait  moins  régulier,  paice  que  les  trabécules  sont 
un  peu  déformés. 

Dans  le  cytoplasme,  se  trouvent  des  granulations  chromo 
philes  de  diverses  tailles  :  elles  sont  situées  principalement 
aux  angles  du  réticulum.  Les  plus  grosses  correspondent  aux 
plastes  qui  n'ont  jamais  l'aspect  de  chondiiocontes  sinueux, 
mais  sont  arrondis  ou  bien  en  courts  bâtonnets.  Les  plus 
petits  sont  très  probablement  des  microsomes. 

Le8  résultats  que  nous  venons  de  résumer  diflerent  sensible- 
merit  de  ceux  qui  ont  été  donnés  par  M.  Guilliermond  récem- 
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ment.  Nous  n  avons  pas  observé  comme  ce  dernier  de  longs 
chondriocontes  sinueux,  et  la  description  du  cytoplasme  et  des 
grains  daleurone  donnée  par  l'auteur  me  paraît  incomplète. 
iNotre  conception  du  cytoplasme  des  cellules  d"all)umen 
s'accorde  mieux  avec  les  données  plus  anciennes  de  M.  Beau 
verie  qui  avait  employé  des  fixations  au  formol. 

En  ce  qui  concerne  la  métachromatine.  on  sait  que  M.  Beau 
verie  a  compai'é  la  substance  azotée  des  globoïdes  à  la  méta- 
chromatine des  Algues  et  des  Champignons.  En  réalité,  si  le 
globoïde  se  colore  d'une  façon  métachromatique  par  les  cou- 
leurs d'aniline  (bleu  de  crésyl,  bleu  de  méthylène),  il  n'est  pas 
seul  à  se  comporter  ainsi  et  il  existe  toujours  comme  nous 
l'avons  montré  précédemment  dans  la  graine  mûre,  de  petits 
corpuscules  protéiques  précipités  dans  la  substance  fonda- 
mentale aleurique  et  qui  se  teignent  métachromati(juement.  Il 
en  résulte  qu'une  partie  tout  au  moins  de  la  substance  fon- 
damentale aleurjque,  possède  des  propriétés  voisines  de  celles 
de  la  métachromatine;  elle  a  en  outie  le  caractère  de  fixer  les 
colorants  vitaux  avec  métachromasie  comme  nous  l'axons  \u. 
On  peut  considérer  qu'une  part  importante  de  la  protéine  des 
grains  d'aleurone  du  Ricin  est  formée  par  de  la  métachroma- 
tine ayant  des  propriétés  voisines  de  celles  des  Algues  et  des 
Champignons. 


APPENDICE   AU  CHAPITRE  II 
Reinar«|uc.s  ^up  I»  (lig'e<^ti<>n  de  l'iilhuint^oi  «lu  Ricin. 


Sur  les  préparations  d'albumen  provenant  de  graines  gei- 
mécs  (long,  racine  ~  i  cm  ij-i)  on  peut  faire  une  remarque 
très  importante  au  sujet  de  la  digestion  de  l'albumen. 

Des  giains  d'aleurone  encore  reconnaissables  el  renfermant 
des  crjstalloïdes  encore  volumineux  et  une  substance  pi-otéicpie 
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abondante,  sont  encore  fréquents  à  la  partie  interne  de  l'albu- 
men au  contact  des  cotylédons  foliacés.  Au  contraire,  plus  on 
se  rapproche  de  la  périphérie  de  l'albumen,  plus  on  observe 
une  digestion  avancée  et  moins  les  vacuoles  apparaissent 
chromatiques.  Il  en  résulte  que  la  digestion  de  l'albumen  se 
produit  plus  vite  et  plus  tôt  à  la  périphérie  qu'à  la  partie 
interne.  C'est  ce  que  montre  également  l'observation  vitale, 
car  lorsque  la  plantule  possède  une  radicule  de  i  centimètre  de 
long,  on  constate  qu'il  existe  encore  à  ce  moment  des  grains 
d'aleuronc  presque  intacts,  dans  les  cellules  d'albumen  de  la 
couche  interne  au  contact  des  cotylédons.  Plus  loin  au  con- 
traire, il  n'y  a  que  des  vacuoles  plus  ou  moins  fusionnées  entre 
elles. 

Ces  conclusions  sont  un  peu  inattendues,  car  elles  montrent 
que  la  jeune  plantule  de  Ricin  commence  par  absorber  les 
parties  de  l'albumen  les  plus  éloignées  et  qu'elle  consomme  en 
dernier  lieu  les  réserves  qui  sont  à  son  contact  immédiat. 

C'est  l'inverse  de  ce  qui  a  lieu  pendant  la  digestion  de 
l'albumen  amylacé  des  Graminées  qui  commence  au  contact 
soit  de  l'assise  protéique  soit  du  scutellum.  L'explication  doit 
en  être  cherchée  dans  les  propriétés  difl'érentes  bien  connues 
des  deux  albunieus.  Chez  le  Ricin,  l'albumen  est  un  tissu 
vivant  qui  se  digère  lui-même  tout  en  gardant  sa  vitalité 
jusqu'au  bout;  chez  les  Graminées,  l'albumen  est  un  tissu 
mort  qui  est  digéré  au  moyen  de  diastases  émises  par  les  tissus 
environnants  (assise  protéique,  scutellum). 

On  sait  très  bien  que  l'albumen  du  Ricin  isolé  de  son 
embryon,  peut  commencer  seul  sa  propre  digestion.  Mais  cela 
n'empêcherait  pas  évidemment  que  les  cotylédons  de  la  plan- 
tule dans  une  germination  normale,  puissent  contribuer  de 
leur  côté  aux  mêmes  phénomènes.  Il  ne  semble  pas  qu'il  en 
soit  ainsi  d'après  nos  observations,  du  moins  en  ce  qui  con- 
cerne l'aleurone  puisque  les  grains  aleuriques  demeurent 
assez  longtemps  intacts  au  voisinage  des  cotylédons.  Nous 
pensons  que  l'accès  de  l'eau  dans   l'albumen,   doit  jouer   un 
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grand  rôle  pour  la  solubilisation  des  réserves  ;  or  pendant  les 
premiers  stades  de  la  germination,  l'eau  arrive  beaucoup  plus 
facilement  dans  les  régions  périphériques  de  l'albumen,  d'où 
il  s'ensuit  une  digestion  plus  rapide,  dette  explication  me 
pai'ait  meilleure  que  celle  qui  consisterait  à  reconnaître  aux 
seules  cellules  périphériques,  des  propriétés  de  sécrétion  dias- 
tasique  spéciales.  Nous  croyons  que  dans  l'albumen  du  Ricin 
toutes  les  cellules  sont  capables  de  fournil-  les  diastases  néces- 
saires aux  transformations  chimiques  de  l'aleurone  et  de 
l'huile,  mais  que  cette  sécrétion  se  produit  plus  tôt  à  la  péri- 
phérie, à  cause  de  l'arrivée  plus  précoce  de  l'eau. 


Uaiigeard  11 


CHAPITRE  III. 
A.  —  Aleurone  des  tira  mi  nées. 


Indications  historiques. 

Dans  la  graine  mûre  des  Graminées,  il  est  généralement 
très  difficile  de  faire  des  observations.  Les  tissus  sont  dessé- 
chés et  dans  un  état  de  dureté  qui  rend  malaisée  la  dissocia- 
tion des  divers  éléments  de  l'amande  ou  la  confection  des 
coupes.  Mais  il  suffit  de  quelques  heures  de  séjour  dans  l'eau, 
pour  qu'on  puisse  réussir  des  colorations  vitales  et  se  rendre 
compte  de  l'état  du  vacuome  dans  les  divers  tissus. 

Les  colorations  vitales  ont  été  faites,  comme  précédemment, 
dans  le  but  de  connaître  l'évolution  de  l'aleurone  pendant  la 
germination.  Il  a  fallu  pour  cela  observer  des  séries  de  plan- 
tules  à  différents  âges. 

Quelques  mots  d'historique  sont  nécessaires,  avant  d'exposer 
nos  recherches  personnelles.  Le  principal  travail  de  cytologie 
chez  les  Graminées,  est  celui  de  M.  Guilliermond  publié  en 
1908.  Ce  dernier  s'est  proposé  de  rechercher  si  les  corpuscules 
métachromatiques  signalés  chez  les  Protisdes,  n'existeraient 
pas  chez  les  Graminées;  il  est  amené  bientôt  à  reconnaître  dans 
les  globoïdes  des  grains  d 'aleurone,  une  substance  voisine  de 
la  métachromatine,  principalement  en  raison  de  la  teinte  mé- 
tachromatique  qu'ils  prennent  avec  la  pluj)ait  des  teintures 
basiques  d'aniline  bleues  ou  violettes.  Là  ne  se  bornent  pas 
d'ailleurs  les  conclusions  de  l'auteur  (jiii  fait  une  étude  spé- 
ciale de  l'aleurone,  pendant    la    maturation    des    graines,  et 
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pendant  la  germination.  Il  montre  que  les  grains  d'alcuronc 
existent  dans  tous  les  tissus  de  l'embryon  ;  ces  grains  repré- 
sentent des  vacuoles  déshydratées  comme  le  pensait  Pfeffer, 
et,  pendant  la  germination,  ils  se  transforment  en  vaciioles 
liquides  renfermant  des  granules  de  protéine  et  des  glohoïdes. 
(^es  résultats  ont  été  obtenus  au  moyen  de  fixations  et  de 
colorations  et  le  formol  à  40  0/0  a  été  reconnu  comme  étant 
le  meilleur  fixateur. 

Nous  n'avons  pas  l'intention  de  reprendre  une  étude  sem- 
blable à  celle  qu'a  faite  M.  Guilliermond.  Nous  nous  bornons 
à  exposer  comment,  par  la  méthode  des  colorations  vitales,  on 
peut  mettre  en  évidence  les  phénomènes  de  l'évolution  de 
l'aleurone,  et  comment  la* transformation  en  vacuoles  se  pro- 
duit au  cours  de  la  germination.  Ce  sont  là  des  faits  dont  les 
méthodes  de  fixation  ordinaires  ne  donnent  pas  une  image 
exacte. 

Ce  domaine  de  l'observation  vitale  est  resté  (juclque  ])eu 
dans  l'ombre  jusqu'à  présent.  Cependant  M.  Guilliermond, 
dans  le  mémoire  précédemment  cité,  publie  quelques  données 
sur  la  coloration  vitale  des  grains  d'aleurone,  mais  unique- 
ment dans  les  assises  protéiques. 

En  1919,  M.  P.  A.  Dangeard  décrit  l'évolution  vacuolaire 
dans  la  radicule  de  l'Orge  ;  il  montre  ([ue  l'on  peut  suivre^ 
dans  l'épiderme  la  formation  de  filaments  et  de  réseaux  vacuo- 
laires,  aux  dépens  des  grains  de  métachromatine  qui  existent 
dans  les  cellules  les  plus  jeunes.  C'était  un  des  premiers  exem- 
ples sur  lesquels  on  montrait  ime  évoliilion  du  système  vacuo- 
laire nouvelle  à/ cette  épofjue. 

Un  peu  plus  tard,  en  1921,  ces  ])!iénomènes  sont  décrits 
à  nouveau  par  M.  Guilliermond  (jui  confirme  la  description 
donnée  par  M.  P. -A.  Dangeard  el  (jui  montre  de  plus  (pie, 
dans  les  très  jeunes  plantules,  lévolulion  en  vacuoles  se  pro- 
duit à  partir  des  grains  d'aleurone. 

Cette  publication  est  postérieure  à  nos  premières  noies  sur 
l'aleurone  et  son  évolution,  chez  h'  Pin   maritime  et  chez  le 
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Ricin.  Quelques  mois  après,  nous  avons  donné  la  description 
de  révolution  vacuolaire  chez  quatre  types  de  Graminées 
(Blé,  Orge,  Maïs,  Avoine),  non  seulement  dans  les  radicules, 
mais  aussi  dans  les  jeunes  feuilles,  le  scutellum  des  Jeunes 
plantules  et  dans  l'assise  protéique. 

Il  est  nécessaire  aujourd'hui  de  compléter  les  résultats  indi- 
qués précédemment  et  d'exposer  moins  brièvement  ceux  qui 
ont  été  déjà  signalés. 

Nous  commencerons  par  décrire  l'évolution  de  l'aleurone 
dans  la  couche  protéique  de  l'albumen,  puis  dans  les  tissus  de 
la  plantule. 

ART.    I.   —  ALBUMEN. 

L'albumen  dans  les  graines  étudiées  (Blé,  Orge,  Avoine, 
Maïs)  est  toujours  formé  d'une  partie  interne  dont  les  cellules 
sont  mortes  et  ne  se  colorent  pas  :  cette  zone  centrale  de 
l'albumen,  qui  est  de  beaucoup  la  plus  considérable,  est  formée 
de  grandes  cellules  remplies  de  grains  d'amidon  extrêmement 
abondants.  Entre  ces  grains,  il  y  a  sans  doute  un  peu  de  subs- 
tance albuminoïde,  mais  celle-ci  ne  se  trouve  pas  à  l'état  de 
grains  d'aleurone  :  le  vacuome  qui  a  dû  exister  avant  la  matu- 
ration est  donc  devenu  complètement  indistinct. 

La  couche  externe  de  l'albumen  diffère  profondément  des  pré- 
cédentes. Elle  constitue  l'assise  protéique  qui  peut  être  simple 
ou  bien  double  et  même  triple  (Orge).  Cette  assise  se  sépare 
assez  facilement  du  reste  de  l'albumen  après  quelques  jours  de 
germination,  et  elle  donne  lieu  à  des  colorations  vitales  remar- 
quables lorsqu'on  en  place  un  fragment  dans  une  solution  de 
rouge  neutre  dilué.  Elle  est  formée  de  grosses  cellules  polyé- 
driques à  membranes  épaisses,  qui  renferment  de  très  nom- 
breux grains  d'aleurone  arrondis  ou  ovales,  lesquels  fixent  le 
colorant  d'une  manière  intense  et  lui  communiquent  une 
teinte  métachromatique. 

Dans  le  cas  de  l'Orge,   il  faut  trois  jours  de  germination 
à  22°,  pour  qu'on  puisse  facilement  séparer  l'assise  protéique 
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du  reste  de  l'albumen  (1).  Cette  opération  se  fait  en  découpant 
au  moyen  d'un  scalpel,  une  petite  portion  des  téguments,  de 
telle  sorte  que  la  couche  protéique  qui  y  est  adhérente  se  trouve 
isolée  des  cellules  amylacées.  On  place  ce  fragment  de  tissu 
dans  une  solution  de  rouge  neutre  ;  l'assise  protéique  absorbe 
avidement  ce  colorant  par  sa  face  interne,  tandis  que  du  côté 
externe,   elle  est  protégée  par  l'imperméabilité  du  tégument 
séminal.  Lorsque  la  coloration  est  achevée,  on  observe  la  face 
interne  de  la  couche  protéitpie  qui  apparaît  comme  un  carre- 
lage régulier  de  cellules  colorées  vitalement.   Au  contact,   se 
trouvent  des  grains  d'amidon  de  tailles  diverses  qui  sont  déjà 
isolés,   mais  ne  paraissent  pas  encore   sensiblement  altérés  : 
quand  ils  sont  trop  nombreux,  ils  gênent  l'observation,  et  l'on 
doit  s'en  débarrasser  en  raclant  doucement  la  face  interne  de 
l'assise  protéique.  • 

Si,  au  lieu  de  germinations  d'Orge,  on  applique  le  même 
traitement  à  de  jeunes  plants  de  Blé  ou  d'Avoine  ayant  48  h. 
ou  24  h.  de  germination,  on  obtient  des  résultats  absolument 
comparables.  Avec  le  Maïs,  il  est  nécessaire  d'attendre  cinq  ou 
six  jours  avant  que  l'état  des  tissus  permette  leur  dissociation 
facile. 

Nous  avons  essayé  de  nous  rendre  compte  de  l'état  de  l'as- 
sise protéique  après  quelques  heures  seulement  de  germina- 
tion. Chez  le  Maïs,  on  arrive  à  isoler  l'assise  et  à  la  mettre  en 
contact  avec  le  bain  colorant,  mais  les  cellules  ne  se  colorent 
en  aucune  façon,  ce  ({ui  tient  sans  doute  à  ime  certaine  imper- 
méal)ilité  des  membranes  au  début  de  la  germination. 

Les  caractères  de  l'aleurone  dans  l'assise  protéicpic  sont  im 
j)ou  (Hfférents  dans  les  quatre  types  étudiés.  L'Orge,  le  Blé, 
l'Avoine,  ont  des  grains  d'aleurone  qui  renferment  des  inclu- 
sions :  celles-ci  sont  des  globoïdes  arrondis,  réfringents  qui 
demeurent  incolores  après  teinture  vitale.  Dans  le  Blé,  on  en 
trouve   un,    deux,   ou   trois  par  corpuscule  d'aleurone  ;   plus 

(1)  Nous  avons  observé  l'assise  protéique  aii  bout  de  48  heures,  mais  l'examen 
offre  une  plus  grande  difficulté.   Les  caractères  des  cellules  sont  les  mêmes. 
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rarement  quatre  ou  cinq.  Dans  l'Orge,  un  seul  globoïde  est 
fréquent.  Le  Maïs  a  des  grains  d'aleurone  qui  se  colorent  en 
totalité  et  ne  paraissent  renfermer  aucune  inclusion  {fig.  12, 
13,  14,  15,  pi.   VIII). 

C'est  la  substance  fondamentale  protéique  du  grain  d'aleu- 
rone qui  fixe  énergiquement  le  colorant  vital.  En  général,  la 
teinte  prise  est  homogène  ;  cependant,  chez  l'Orge,  il  se  pro- 
duit dans  la  vacuole  aleurique  un  ou  plusieurs  globules  pro- 
téiques  de  précipitation  colorés  en  rouge  foncé,  alors  f[ue  le 
reste  de  la  vacuole  garde  une  teinte  rosée. 

Ces  précipitations  ne  se  voient  pas  sur  les  très  jeunes  germi- 
nations, et  elles  n'apparaissent  que  lorsque  le  suc  vacuolaire 
s'est  un  peu  dilué.  Il  en  est  de  même  pour  le  Blé,  et  lorsque 
des  globules  se  précipitent  dans  la  cavité  aleurique,  celle-ci 
se  décolore  presque  complètement. 

La  teinte  prise  en  coloration  vitale  indique  en  général  l'al- 
calinité (Blé,  Orge,  Avoine),  mais  dans  le  cas  du  Maïs,  la 
teinte  du  rouge  neutre  est  rose  et  indique  plutôt  un  état  neutre 
ou  acide. 

En  dehors  des  grains  d'aleurone,  le  cytoplasme  paraît  ren- 
fermer en  abondance  de  petites  granulations,  peut-être  de 
nature  graisseuse.  En  tous  cas,  il  n'y  a  aucune  trace  d'amidon. 

Pendant  toute  la  durée  de  la  p^ûode  germinative,  l'assise 
protéique  reste  vivante  et  l'on  peut  constater  au  moyen  de 
colorations  vitales  que  son  état  et  celui  des  grains  d'aleurone 
qu'elle  renferme  varie  peu. 

A  la  fin  de  cette  période,  la  désorganisation  survient  très 
rapidement,  mais  auparavant  les  grains  d'aleurone  se  réunis- 
sent (Orge)  en  im  petit  nombre  ou  même  une  seule  vacuole 
qui  continue  à  se  colorer  vitalement,  dans  une  cellule  en  voie 
d'altération  et  dont  le  cytoplasme  commence  à  se  détacher  de 
la  membrane.  Le  suc  vacuolaire  prend  alors  une  teinte  rose. 
Il  n'y  a  donc  jamais  formation  de  réseau  vacuolaire  dans 
l'assise  protéique  au  cours  de  la  germination  (fig.  24, 
pi.  VIII). 


^  1()7 


ART.   o.  _  PLANTULES. 


L'embryon  de  la  graine  renferme  de  petits  grains  d'aleurone 
dans  tous  ses  tissus,  mais  ceux-ci  sont  très  petits.  Au  bout  do 
quelques  heures  de  germination,  on  peut  les  colorer  vitalement, 
soit  dans  les  jeunes  radicules,  soit  dans  les  jeunes  feuilles  do 
la  gemmule,  soit  dans  le  scutellum  ou  cotylédon  absorbant. 

Radicules.  —  L'évolution  des  grains  d'aleurone  on  vacuoles 
est  aisée  à  suivre  dans  les  jeunes  racines.  Si  l'on  ol)serve  des 
radicules  très  petites  qui  se  sont  gonflées  seulement  dans  l'eau, 
on  ne  trouve  encore,  dans  leur  épiderme  (1),  que  de  très  petits 
grains  d'aleurone,  et  il  n'existe  pas  encore  de  véritables  va- 
cuoles. Ces  petits  grains  très  nombreux  se  colorent  vitalement 
en  rouge  dans  les  cellules  de  la  coiffe  et  dans  l'épiderme,  ce 
qui  indique  une  réaction  neutre  ou  légèrement  acide. 

Dans  une  plautule  d'Orge  de  vingt-quatre  heures  par  exem- 
ple, on  peut  suivre  siu"  une  radicule  toute  la  marche  de  l'évo- 
lution des  grains  d'aleurone  en  vacuoles.  La  base  de  la  racine 
a  de  grandes  vacuoles  et  les  cellules  les  plus  proches  de  la  coiffe 
renferment  de  petits  granules  aleuriques  :  le  passage  se  fait  par 
des  formes  de  gonflement  et  d'anastomose.  Ces  formes  on 
réseau  sont  surtout  remarquables  dans  le  cas  du  Blé  et  les 
fihiments  vacuolaires  très  fins,  parfois  renflés  à  une  extrémité 
rappellent  à  s'y  méprendre,  l'aspect  «  mitochondrio  »  (jig.  4, 
5,  G,  pi.  Vil). 

Comme  dans  les  cas  nombreux  déjà  vus,  ces  formes  sont  en 
relation  avec  un  métabolisme  intense.  On  j3(>ut  renia r([uer 
qu'elles  indiquent  une  remise  en  mouvement  du  cytoplasme 
très  accentuée,  qui  précède  l'hydratation  du  vacuome.  Ce 
dernier  restant  visqueux  est  entraîné  par  les  mouvements  et 
s'étire  en  filaments  et  réseaux  variés.  Plus  tard,  il  s'hydrate 
très  vite  et  les  mouvements  du  cytoplasme  n'ont  plus  d'in- 
fluence sur  lui. 

(1)  T,'('iii(loiiiH'  (loiil    il  ^'.iiiil,  isf  on  rôaliff'î  l'nssiso  la   [iliis  oxlt-rnc  ilc   l'ôrorro. 
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Feuilles.  —  Dans  les  jeunes  feuilles  de  la  gemmule,  les  petits 
grains  d'aleurone  se  colorent  de  bonne  heure,  dans  des  graines 
qui  ont  seulement  quelques  heures  de  germination  (/îg.  G  et 
T,  pi.  y  ni).  Ce  sont  de  petits  grains  arrondis,  nombreux  dans 
chaque  cellule,  et  qui  accusent  une  réaction  basique  au  rouge 
neutre.  Sur  les  germinations  plus  âgées,  ces  grains  d'aleurone 
se  montrent  gonflés  et  il  en  résulte  que  par  rapprochement, 
ils  se  fusionnent  peu  à  peu  entre  eux  et  se  transforment  en 
un  petit  nombre  de  vacuoles  plus  grandes,  puis  enfin  en  une 
vacuole  unique.  Il  n'y  a  donc  pas  en  général,  formation  de 
réseaux  vacuolaires  du  genre  de  ceux  qu'on  observe  dans 
l'épiderme  des  racines.  Le  stade  réseau  est  sauté.  Cependant 
dans  l'Orge  {fig.  8,  pi.  VIII),  nous  avons  pu  observer  sur  des 
plantules  ayant  quarante-huit  heures  de  germination,  des  ré- 
seaux vacuolaires  très  fins,  colorés  par  le  rouge  neutre  en  une 
belle  teinte  rouge  brique  et  dans  le  Blé  de  trois  jours,  des 
réseaux  formés  de  filaments  allongés,  disposés  autour  du 
noyau  et  alignés  suivant  le  grand  axe  de  la  cellule  (fig.  12, 
pi.   VII). 

Voici  exposées  avec  plus  de  détails  quelques-unes  des  obser- 
vations vitales  que  nous  avons  faites  : 

A.  —  Evolution  de  l'aleurone  chez  le  blé 
(radicules  et  feuillew). 

Des  grains  de  Blé  sont  placés,  trois  heures  à  la  température 
de  22°,  sur  du  buvard  humide  :  on  isole  ensuite  une  des  radi- 
cules en  la  sectionnant  à  sa  base,  et  on  la  place  dans  une  solu- 
tion de  rouge  neutre.  Au  bout  de  quelque  temps  (^  heure 
environ),  l'épiderme  est  coloré  et  on  peut  l'examiner  facile- 
ment au  microscope  {fig.  2,  pi.  VII).  Les  cellules  ont  un 
cytoplasme  très  épais  au  milieu  duquel  le  noyau  arrondi  se 
détache  en  clair.  Le  rouge  neutre  est  fixé  par  un  très  grand 
nombre  de  petits  grains  ({ui  ont  pris  une  couleur  rose  vif. 
Leur  nombre  dépasse  certainement  la  centaine  et  ils  ne  mon- 
trent aucun  déplacement  sensible  pendant  les  quelques  mi- 
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nutos  qvie  dure  robservatioii  (fig.  '-),  pi.  VII).  Deux  ou  trois 
gros  g:lol)ules  réfringents  dont  la  nature  est  inconnue,  se 
montrent  également  dans  les  cellules. 

Â\i  bout  du  même  temps  de  germination,  les  très  jeunes 
feuilles  de  la  gemmule  montrent  un  épidcrme  colorable  vitale- 
ment.  Leurs  cellules  renferment  de  très  petits  éléments  qui 
prennent  une  couleur  rouge  orangé  (ils  sont  par  conséquent 
moins  acides  que  les  grains  d'aleurone  des  racines  de  même 
âge).  Leur  forme  n'est  pas  toujours  bien  facile  à  apprécier  par 
suite  de  leur  taille  très  réduite,  mais  les  éléments  un  peu  angu- 
leux paraissent  dominer.  En  deliors  du  vacuome  formé  de 
ces  petits  grains  d'aleurone  colorés,  il  semble  que  le  cyto- 
plasme et  le  noyau  soient  constitués  par  une  très  fine  émulsion 
(fig.  10,  pi.  VII). 

Lorsque  les  jeunes  germinations  de  Blé  ont  vingt-quatre 
heures,  il  y  a  peu  de  différence  à  noter  dans  l'aspect  du 
vacuome.  Dans  les  radicules,  les  grains  d'aleurone  très  réfrin- 
gents sont  visibles  sans  aucun  artifice  ;  après  coloration  vitale, 
ils  ont  Tuie  teinte  rose  vif,  un  peu  violette.  Ils  sont  quelquefois 
assez  gros  et  gonflés,  et  comme  ils  sont  sensiblement  moins 
nombreux  que  dans  les  stades  précédents,  il  y  a  eu  certaine- 
ment des  fusions  de  grains  d'aleurone  ensemble.  En  tous  cas, 
sur  ces  très  jeunes  plantules,  il  n'y  a  encore  aucune  vacuole 
assez  grande,  digne  de  ce  nom,  dans  tout  l'épiderme  de  la  radi- 
cide.  Les  cellules  de  la  coiffe  ne  contiennent  aussi,  à  cette 
épo([ue,  (ju'un  grand  nombre  de  petits  grains  d'aleurone 
isolés,  colorés  en  rose  presque  violacé. 

Dans  les  jeunes  feuilles,  on  trouve  des  grains  d'aleurone  plus 
gros  (|ue  ceux  qui  existaient  auparavant  dans  la  graine  ;  cer- 
tains d'entre  eux  même,  situés  dans  les  cellules  du  sommet 
de  la  feuille  sont  assez  vohnnineux,  et  paraissent  contenir 
un  suc  assez  fluide,  pour  être  considérés  comme  de  petites 
vacuoles.  Ceux  qui  sont  situés  dans  les  éléments  de  la  base 
des  feuilles  sont  noyés  dans  un  cytoplasme  épais  et  très  gra- 
nuleux ;  ils  peuvent  être  assez  déformés,  pour  prendre  parfois 
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l'apparence  de  courts  filaments  arqués,  mais  on  n'observe 
aucun  réseau  produit  par  la  réunion  de  plusieurs  grains  entre 
eux. 

Nous  avons  examiné  un  assez  grand  nombre  de  ces  jeunes 
feuilles,  ce  qui  était  nécessaire,  étant  donné  que  la  gemmule 
est  déjà  formée  de  feuilles  de  tailles  très  différentes  les  unes  des 
autres  ;  l'épiderme  se  montre  toujours  très  perméable  et  la 
coloration  vitale  se  fait  vite  et  bien.  Dans  aucun  cas,  nous 
n'avons  pu  constater  de  réseaux  vacuolaires  ou  de  grandes 
vacuoles,  même  au  sommet  des  feuilles. 

Jeiincs  plaijts  de  Blé  de  48  heures  à  22°.  —  Les  change- 
ments survenus  pendant  la  deuxième  période  de  vingt-quatre 
heures  sont  considérables.  La  racine  principale  peut  atteindre 
un  centimètre  de  longueur,  et  les  autres  radicules  se  sont 
beaucoup  accrues,  elles  aussi.  Les  cellules  les  plus  éloignées 
de  la  pointe  de  la  racine  sont  les  éléments  les  plus  âgés  ;  leur 
vacuome  provient  au  cours  des  divisions  successives  de  celui 
des  cellules  de  la  graine  ;  il  est  à  l'état  de  grandes  vacuoles 
normales  se  colorant  en  rose  par  le  rouge  neutre.  Ces  vacuoles 
résultent  du  gonflement  et  de  la  fusion  entre  elles  des  vacuoles 
aleuriques  déjà  indiquées  sur  les  plantules  de  vingt-quatre 
heures  (fig.  9  et  10,  pi.   VII). 

A  la  pointe  de  la  racine,  les  cellules  sont  beaucoup  plus 
petites,  peu  allongées  ;  leur  vacuome  provient  également  sans 
aucun  doute,  de  celui  des  cellules  de  la  graine,  mais  il  s'est 
conservé  dans  ce  méristème  terminal,  dans  un  état  réduit  de 
granules  et  de  filaments,  analogue  à  celui  qui  existait  dans  la 
graine.  Les  initiales  qui  forment  ce  méristème  sont  disposées 
en  trois  groupes  dont  l'un  produit  la  coiffe,  l'autre  l'épiderme 
et  l'écorce,  le  troisième  le  cylindre  central. 

On  constate  dans  les  éléments  découpés  par  ces  initiales, 
une  évolution  du  vacuome  d'autant  plus  accentuée,  que  les 
cellules  sont  plus  éloignées  du  centre  de  croissance  et  sont 
par  conséquent  plus  âgées. 
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Les  cellules  de  la  coiffe  sont  produites  en  grand  nombre, 
et  les  plus  âgées  se  détachent  constamment  à  la  périphérie. 
Les  plus  jeunes  ont  encore  de  nombreuses  petites  vacuoles 
rondes  isolées,  mais  plus  tard  ces  vacuoles  se  présentent  à 
l'état  d'anastomoses,  puis  elles  confluent  finalement  en  ime 
seule  grosse  vacuole  qui  refoule  le  noyau  sur  le  côté.  C'est  à 
cet  état  que  les  cellules  s'exfolient  naturellement  (fig.  14, 
pj.   VII). 

L'épiderme  est  d'abord  constitué  par  de  petites  cellules 
courtes,  dont  le  vacuome  est  formé  de  grains  séparés.  Pour 
obtenir  la  coloration  vitale  et  faire  l'observation  de  ces  très 
jeunes  cellules  d'épiderme,  il  faut  avoir  soin  d'enlever,  en 
frottant  l'extrémité  de  la  racine  entre  les  doigts,  les  cellules 
de  la  coiffe  qui  sont  peu  adhérentes.  Il  reste  alors  une  zone 
assez  courte,  conique,  occupée  par  les  cellules  de  coiffe  qui  sont 
trop  intimement  soudées  entre  elles  pour  être  détachées  par  ce 
procédé,  et  on  dégage  ainsi  une  petite  étendue  d'épiderme 
jeune  qui  serait  autrement  recouvert  par  une  partie  des  tissus 
de  la  coiffe.  Les  cellules  les  plus  jeunes  de  l'épiderme  ainsi 
dévoilé  ne  sont  pas  séparées  des  initiales  dont  elles  proviennent 
de  plus  de  quatre  ou  cinq  épaisseurs  de  cellules.  Leur  état 
vacuolaire  est  donc,  à  peu  de  choses  près,  celui  des  initiales 
elles-mêmes  (1). 

Leur  vacuome  est  à  l'état  de  petits  granules  irrégidiers  ou 
de  petis  fdaments  ({ui  se  colorent  en  rose  vif  (fig.  3,  pi.  Vil). 
Un  peu  plus  loin  de  la  coiffe,  mais  toujours  dans  la  zone  avoi- 
sinante,  des  formes  de  filaments  très  longuement  étirés 
deviennent  fréquentes,  ainsi  que  des  réseaux  d'une  délicatesse 
extrême,  dont  l'ensemble  entoure  le  noyau  comme  d'une  cor- 
beille délicatement  treillagée  (ft(j.  4  el  5,  pi.  MI).  Les  fda- 
ments par  leur  taille  et  leur  disposition,  ont  les  plus  grandes 
ressemblances  avec  des  <(  mitochondries  »  (2),  mais  leur  ori- 


d)  On  peut  d'aillpurs  i)ar  un  autre  procédé,  celui  dos  coupes,  obtenir  une  colo- 
ration   vitale    des    initiales   elles-mêmes. 

(2)  D'autant  plus  que  la  substance  qui  les  forme,  ivhs  réfringente,  est  très 
visible  sans  aucun  artifice  de  préparation.  C'est  un  exemple  de  plus  démontrant 
la  réalité  des  faits  observés  en  coloration  vitale. 
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gine,  de  môme  que  leur  destinée  ultérieure,  montre  qu'il  ne 
s'agit  là  que  d'un  phénomène  de  convergence.  Très  rapide- 
ment, en  effet,  ces  réseaux  se  gonflent,  se  fusionnent,  se  dis- 
loquent au  gré  des  mouvements  du  cytoplasme,  puis  leur 
ensemble  affecte  bientôt  l'apparence  de  deux  grosses  masses 
vacuolaires  réunies  autour  du  noyau  central  par  des  trabé- 
cules  allongés  et  sinueux.  Toute  cette  évolution  se  fait  dans 
une  région  de  quelques  millimètres  située  au-dessus  de  la 
coiffe  et  plus  haut,  il  n'y  a  plus  que  des  cellules  dont  la  grande 
vacuole  unique  se  colore  uniformément  en  rose  et  qui  repré- 
sentent l'état  normal  des  cellules  végétales  adultes.  En  même 
temps  que  ces  transformations  de  l'appareil  vacuolaire  se 
produisent,  les  plastes  qui  devaient  être  à  l'état  de  petits  gra- 
nules dans  les  plus  jeunes  cellules,  se  muent  en  petits  amylo- 
plastes  composés.  Les  microsomes,  comme  d'ordinaire,  restent 
invariables  pendant  ce  temps. 

Dans  les  Jeunes  feuilles,  les  phénomènes  se  passent  à  peu 
près  de  la  même  façon  que  dans  les  radicules,  mais  l'évolution 
se  présente  d'une  façon  moins  schématique.  L'épiderme  des 
jeunes  feuilles  absorbe  très  bien  par  toute  sa  surface  très 
perméable,  et  le  rouge  neutre  donne  une  teinte  orangée  au 
vacuome.  A  la  base,  se  trouvent  des  corpuscules  d'assez  petite 
taille,  généralement  arrondis  ;  au  sommet,  les  éléments  vacuo- 
laires sont  plus  fluides,  plus  larges  et  accolés  les  uns  aux 
autres.  Sur  des  germinations  plus  avancées,  la  substance 
vacuolaire  encore  ductile,  forme  fréquemment  des  masses 
mamelonnées,  placées  aux  extrémités  de  la  cellule  et  réunies 
dans  la  région  nucléaire  par  des  trabécules  irréguliers.  Il 
suffit  ensuite  de  la  rupture  et  de  la  disparition  des  trabécules 
puis  de  la  liquéfaction  du  vacuome  pour  obtenir  l'état  adulte 
(fig.  12,  pi.  Ml). 

B.  —  Evolution  de  l'aleuroiie  chez  l'orge. 

Nous  avons  essayé  les   colorations  vitales   sur  des   graines 
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qui  avaient  été  placées  trois  heures  dans  l'eau  à  la  tempéra- 
ture de  22°.  Comme  dans  le  Blé,  on  peut  obtenir  dès  ce  moment 
la  coloration  des  petits  grains  d'aleurone  de  l'épiderme  ;  il 
suffît  pour  cela  disoler  une  des  petites  radicules,  de  la  section- 
ner à  sa  base  et  de  l'immerger  dans  une  solution  du  colorant 
vital  (rouge  neutre  de  préférence).  On  constate  que  les  petits 
grains  d'aleurone  qui  sont  au  nombre  de  50  à  100  par  cellule, 
se  colorent  en  rose  vif  ;  leur  forme  est  arrondie  ou  un  peu 
anguleuse.  Il  n'y  a  encore  ni  vacuole  ni  réseau  vacuolaire 
dans  l'épiderme  (fig.  3,  pi.   VIII). 

Dans  l'Orge  qui  a  germé  pendant  vingt-quatre  heures,  le 
vacuome  se  colore  plus  facilement  et  toujours  en  rouge.  A  la 
base  de  la  radicule,  il  y  a  de  grandes  vacuoles  et  dans  la  région 
intermédiaire  Jusqu'à  la  coiffe,  l'épiderme  renferme  des  granu- 
lations ou  des  filaments  vacuolaires  à  divers  états,  mais  pas  de 
réseaux. 

Dans  les  jeunes  feuilles,  à  cette  époque,  le  vacuome  est  assez 
divers.  Il  y  a  des  files  de  petites  cellules  renfermant  de  petites 
vacuoles  rondes  se  colorant  en  orangé  ;  elles  proviennent  du 
simple  gonflement  des  grains  d'aleurone  de  l'embryon  ;  d'au- 
tres cellules  situées  à  la  base  ou  vers  le  milieu  du  limbe  ont  un 
vacuome  finement  réticulé,  également  alcalin.  Enfin,  les  gran- 
des cellules  du  sommet  du  limbe,  ont  de  grandes  vacuoles  se 
colorant  d'une  façon  homogène  en  rouge  orangé  ;  plusieurs  de 
ces  grandes  vacuoles  ont  tendance  à  devenir  acides. 

Dans  les  plantules  ([ui  ont  germé  48  heures,  on  ob.serve 
facilement  après  coloration  vitale  de  l'épiderme  des  radicules, 
l'évolution  vacuolaire  à  partir  du  méristème  terminal.  Les 
cellules  les  plus  voisines  de  ce  méristème,  c'est-à-dire  les  plus 
proches  de  l'extrémité  de  la  radicule,  ont  leur  substance 
vacuolaire  sous  forme  de  petits  filaments  ou  de  granules.  Il  ne 
se  produit  pas  de  réseaux  à  proprement  parler,  et  quand  il  y 
en  a,  ils  n'ont  pas  la  délicatesse  de  ceux  que  nous  avons  signa- 
lés dans  le  Blé,  mais  il  y  a  souvent  des  figures  filamenteuses 
variées.  Le  passage  aux  grandes  vacuoles  se  fait  par  gonfle- 
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ment  et  réunion  progressive  des  éléments  du  vacuome  méris- 
tématique  (fig.  4  et  5,  pi.  VIII). 

C.  —  Maïs. 

Sur  des  plantules  ayant  germé  pendant  48  heures  à  22^  la 
racine  commence  seulement  à  faire  son  apparition  au  dehors. 
L'épiderme  fixe  le  rouge  neutre  dans  de  bonnes  conditions.  Les 
cellules  les  plus  proches  de  la  coiffe,  renferment  de  petits 
grains  d'aleurone  colorés  en  rouge  vif  et  assez  peu  nombreux 
(20  ou  30  par  cellule);  les  plus  gros  ont  souvent  lui  inclusion 
claire,  incolore.  L'évolution  en  vacuoles  s'opère  sur  quel({ues 
millimètres  de  longueur  et  la  transformation  a  lieu  par  hydra- 
tation et  fusion  progressive  des  vacuoles. 

D.  —  AA'oiiie. 

Le  vacuome  évolue  de  la  même  façon  que  dans  le  Maïs. 
Lorsqu'on  observe  des  cellules  très  près  du  point  de  végétation, 
on  y  remarque  de  petites  vacuoles  filamenteuses  ou  un  peu 
réticulées  ;  leur  substance  paraît  être  épaisse  et  demi-fluide. 
Le  gonflement  et  la  transformation  de  ces  éléments  en  grandes 
vacuoles  se  fait  rapidement,  et  s'effectue  déjà  à  un  millimètre 
du  sommet. 

Coupes  de  radicules. 

Nous  avons  essayé  des  colorations  vitales  sur  des  coupes  lon- 
gitudinales de  radicules  appartenant  à  de  très  jeunes  plan- 
tules. Nous  avons  réussi  réussi  par  ce  procédé  à  colorer  abso- 
lument toutes  les  cellules  ;  les  initiales  elles-mêmes  et  les 
divers  tissus  qui  en  dérivent,  fixent  très  vite  le  colorant.  Il 
faut  noter  une  particularité  intéressante  (|ue  révèle  cette 
méthode,  lorsqu'on  emploie  le  rouge  neutre  ;  il  y  a  une  diffé- 
rence de  teinte  très  nette,  après  coloration  vitale,  entre  le 
méristème  vasculaire,  qui  se  colore  en  orangé  ou  en  brun  et 
les  autres  parties  du  point  de  végétation  (écorce,  moelle,  coiffe) 


—  175  — 

qui  se  coloiont  on  lose.  Cette  dilïérence  est  due,  comme  nous 
le  savons,  à  une  dilTérence  de  réaction.  Le  méristème  vascu- 
laire  est  légèrement  alcalin,  tandis  que  les  autres  tissus  ont 
des  vacuoles  neutres  ou  un  peu  acides. 

Dans  tous  les  cas,  les  grains  d'aleurone  qui  existaient  dans 
toutes  les  cellules  de  l'embryon  se  transforment  en  vacuoles 
au  moment  de  la  germination.  Cette  évolution  a  lieu  presque 
partout  par  gonilement  et  mise  en  contact  des  vacuoles  rap- 
prochées les  unes  des  autres.  Dans  l'endoderme  cependant, 
et  dans  le  méristème  vasculaire,  il  se  forme  des  réseaux  vacuo- 
laires  qui  peuvent  être  très  allongés.  (Maïs,  Blé)  ;  il  en  est  de 
même  dans  les  cellules  de  la  coiffe  (Blé  de  48  heures). 

E.  —  Vacuome  du  Scutellum. 

Le  scutellum  ou  cotylédon  absorbant  des  Graminées,  est 
un  organe  élargi  en  forme  de  bouclier,  qui  s'appuie  par  sa  face 
interne  sur  l'albumen.  Son  rôle  absorbant  n'est  pas  douteux, 
car  c'est  par  sa  surface  (|ue  passent  les  sucs  provenant  de  la 
digestion  des  réserves  amylacées. 

(^omme  on  pouvait  le  prévoir,  le  cotylédon  absorbe  facile- 
ment une  solution  d'un  colorant  vital.  Pour  réaliser  cette 
expérience,  on  place  un  embryon  de  Blé  ou  d'Orge  isolé  de 
l'albumen  (cette  opération  peut  se  faire  après  24  heures  de 
germination),  dans  lui  bain  colorant  de  rouge  neutre  ou  de 
bleu  de  crésyl.  Dans  ces  conditions,  très  rapidement,  la  face 
interne  du  scutellum  se  colore  en  lose  par  suite  de  l'absorption 
du  colorant  et  de  sa  fixation  sur  les  éléments  du  vacuome  de 
l'épiderme  cotylédonnaire.  Tl  ne  reste  plus  alors  qu'à  obser- 
ver les  cellules  colorées  et  pour  cela,  il  faudra  faire  la 
plupart  du  temps  une  coupe  transversale  du  sculelliim,  car  les 
cellules  de  l'épiderme  interne  sont  très  allongées  perpendicu- 
lairement à  la  surface,  et  si  on  les  observait  de  cham[),  on 
n'aurait  (ju'une  ylée  très  imparfaite  de  leur  structure.  Ces 
cellules  peuvent  atteindre  une  longueur  de  sept  ou  huit  fois 
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leur  largfeur  dans  l'Orge  et  elles  ne  sont  pas  tontes  de  même 
longueur,  bien  que  leurs  l)ases  soient  au  même  niveau  ;  il  en 
résulte  que  certains  éléments  dépassent  les  autres,  et  que  la 
surface  absorbante  est  multipliée  dans  une  grande  proportion. 
Une  autre  cause  vient  augmenter  encore  l'étendue  de  l'épi- 
derme  absorbant,  c'est  la  disjonction  qui  se  produit  daus  la 
partie  proximale  des  cellules  qui  se  trouve  ainsi  isolée  et  fonc- 
tionne comme  un  poil  ou  une  papille  absorbante. 

Les  grains  d'aleurone  du  scutellum  ont  une  existence  éphé- 
mère, et  on  ne  peut  les  observer  que  sur  des  plantules  très 
jeunes  (Orge,  de  24  heures  par  exemple),  et  encore  les  trouve- 
t-on  déjà  transformés  et  fusionnés  partiellement  en  vacuoles 
(fig.  IG,  />/.  VIII).  Dans  tous  les  stades  ultérieurs  et  sur  toutes 
les  plantules  examinées,  nous  avons  observé  des  réseaux 
vacuolaires  ayant  un  contenu  à  réaction  basique,  se  colorant 
en  rouge  orangé  par  le  rouge  neutre  (fig.  17,  18,  23,  pi.  VIII). 


TROISIEIHE  PARTIE. 

Recherches  sur  le  Pollen. 


Nous  avons  vit  par  l'étude  des  méristèmes,  et  par  l'examen 
(les  diverses  parties  d'une  graine  ([ue,  dans  aucun  cas,  on  ne 
rencontrait  de  cellules  à  cyto])lasme  plein  dépourvu  de  système 
vacuolaire.  Même  dans  les  graines  où  les  conditions  de  dessè- 
chement sont  les  plus  grandes,  on  trouve  sinon  de  véritables 
vacuoles,  du  moins  des  vacaolefi  eu  puissance,  résidu  d'un 
système  (fui  s'est  concrète  pendant  la  maturation,  en  nicnie 
temps  qu'ébauche  des  futurs  réservoirs  vacuolaires  des  cellu- 
les de  la  plantule.  ile  sont  les  grains  d'aleurone  (pii  doivent 
leurs  caractères  si  particuliers  à  cet  état  transitoire  de  dessèche- 
ment des  cellules  de  la  graine.  En  somme,  le  système  vacuo- 
laire se  propagre  de  cellule  en  cellule  à  partii-  de  lui-même  :  on 
n'assiste  jamais  à  sa  disparition  ni  à  sa  naissance;  c'est  un 
élément  constant  de  la  cellule. 

Pour  com])léter  l'ensemble  des  preuves  en  faveur  de  la  per- 
manence du  système  vacuolaire,  il  faudrait  montrer  que  dans 
les  gamètes,  il  existe  des  vacuoles  (pii,  se  mélangeant  au  mo- 
ment de  la  fécondation,  assment  la  continuité  de  la  substance 
\acuolaire. 

Nous  avons  commencé  par  rechercher  les  xacuoles  dans  les 
grains  de  pollen,  où  nous  pensions  (ju'elles  devaient  se  trou\ei 
dans  un  état  particulier  dû  à  des  conditions  de  déshydratation 
très  intense,  et  nous  avons  réussi  à  les  mettre  en  é\ideiu'e,  par 
la   même  méthode  des  colorations  vitales  employée  aillc'lrs. 

hanijeurd  12 
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Le  pollen  des  Gymnospermes  a  déjà  donné  lien  à  de  nom- 
breux travaux.  Parmj  cenx-ei  les  principaux  sont  ceux  de 
MM.  Strasbûrper,  Guigrnard,  Miyaké,  Juranyi. 

On  a  surtout  étudié  le  mécanisme  des  divisions  réductrices 
et  les  phénomènes  cytolof^iques  de  la  germination  du  tub- 
pollinique  et  de  la  fécondation.  Bien  peu  de  travaux  portent 
sur  la  constitution  du  cyloplasme  et  sur  ses  inclusions. 
M.  Guipnard  sipnale  des  «crains  d'amidon  dans  le  pollen  des 
Cycadées,  MM.  Couller  et  Chamberlain  dans  les  tubes  pol- 
liniques  de  Pinus  Laricio,  Noren  dans  le  pollen  de  Saxegothcca 
conspicua,  Lopriore  chez  Arnucaria  BifhvUU. 

Les  vacuoles  sont  signalées  de  temps  en  temps  dans  les 
crains  de  pollen  et  dans  les  tubes  polliniques,  mais  sans  qu'elles 
reçoivent  une  mention  spéciale  et  d'autre  part  beaucoup 
de  grains  de  pollen  sont  figurés  par  les  auteurs  comme  ayant 
un     cytoplasme  plein  sans  vacuoles. 

Aucune  recherche  par  des  méthodes  mitochondriales  n'a 
été  entreprise  sur  le  pollen  des  Gymnospermes  :  c'est  dire 
(|u'on  n'a  pas  utilisé  pour  le  pollen  les  fixateurs  cytoplas- 
mi(iues. 

Des  colorations  vitales  de  grains  de  pollen  n'ont  pas  encore 
été  réalisées  ;  les  résultats  de  nos  recherches  dans  cette  voie 
sont  donc  entièreinent  nouveaux. 

NOTE  SUR  LA  TECHNIQUE  EMPLOYEE. 

L'observation  des  grains  de  polU'ii  de  Gymnospermes  est 
généralement  possible  en  les  plaçant  directement  dans  l'eau 
sans  précautions   spéciales. 

Un  certain  nombre  de  grains  sont  cependant  détruits  dans 
ces  conditions  et  le  phénomène  peut  se  produire  de  deux 
façons  :  ou  bien  l'arrivée  de  l'eau  détermine  un  gonflement 
brusque  du  grain  de  pollen  et  la  rupture  non  seulement  de  la 
coque  inextensible,  mais  aussi  de  la  paroi  cytoplastimique 
interne  et  la  cellule  meurt  aussitôt;  ou  bien  la  coque  cutinisée 
résiste  à  la  pression   interne  développée  et  le  cytoplasme  se 
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Iroine  aplati  el  écrasé  par  suite  du  gonflement  de  la  couche 
interne  de  l'exine  qui  ne  peut  se  dilater  ([ue  vers  l'intérieur. 

\  enté  (les  grains  de  pollen  qui  subissent  ces  accidents,  il 
(Ml  demeure  toujours  un  grand  nombre  chez  lesquels  l'arrivée 
(le  l'eau  n'a  provoqué  aucun  dommage.  Chez  la  plupart,  la 
coque  s'est  brisée  assez  brusquement,  mais  sans  occasionner 
(le  rupture  des  cellules  polliniques,  qui  demeurent  intactes  ; 
chez  d'autres  plus  rares,  la  co(}ue  ne  s'est  pas  rompue  et  les 
cellules  ont  résisté  à  la  pression  sans  paraître  en  être  incom- 
modées (1). 

Chez  ces  grains  de  pollen  restés  vivants  dans  l'eau,  il  est 
possible  d'observer  des  colorations  vitales  très  belles  si  l'on 
a  pris  soin  d'ajouter  un  peu  de  rouge  neutre  à  la  solution. 
On  peut  également  noter  la  situation  des  plastes  amylifères 
et  des  microsomes. 

AFT.    I.  —  BIOTA   ORIENTALIS. 

Le  pollen  étudié  provenait  d'un  arbre  de  l'Ecole  de  Bota- 
nique du  Muséum  d'Histoire  Naturelle  de  Paris.  Le  pollen  s'est 
trouvé  mûr  au  mois  de  février  et  j 'ai  pu  facilement  à  ce  moment 
obtenir  une  coloration  vitale  au  moyen  gTu  rouge  neutre. 

Si  la  solution  du  colorant  vital  est  faite  dans  l'eau,  on  cons- 
tate au  bout  de  quehjue  temps  que  les  grains  de  pollen  qui 
ont  été  placés  sous  la  lamelle  éclatent  :  la  partie  externe  de  la 
membrane  du  grain,  ou  exine,  se  brise  et  les  cellules  pollini- 
(fues  entourées  par  la  couche  interne  de  l'exine  et  par  l'intine 
se  trouvent  mises  en  liberté  dans  l'eau.  Le  mouvement  de  rup- 
ture a  lieu  par  suite  du  gonflement  de  la  membrane  gélatineuse 
interne  (partie  non  cutinisée  de  l'exine),  ce  cpii  provoque 
l'éclatement  brusque  de  la  coque  inextensible. 

Après  ce  phénomène,  au  bout  de  (|uel((ues  minutes,  l'intine 
a  été  traversée  par  le  cohuant  et  il  se  produit  une  fixation  du 

(1)  On  reconnaît  que  les  rellules  île  poil.ii  sont  restées  vivantes  et  normales, 
(l'aljord  par  l'examen  direct  qui  ne  révèle  aucune  floculalion  ni  dans  le  cylo- 
[jlasme,   ni   dans   le   noyau,  [luis    par   la    possibilité   des   colorations    \ita]i's. 
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rouge  neutre  sur  les  vacuoles  des  cellules  du  pollen  (Fig.  9, 
pi.  IX).  L'une  de  celles-ci  est  beaucoup  i)lus  grande  que  l'autre 
et  contient  un  gros  noyau  central  :  c'est  la  cellule  végétative. 
Elle  est  destinée  à  produire  le  liibe  pollini(iue,  aussi  l'appelle- 
t-on  encore  ceUule  du  tube  (tube-cell).  La  petite  cellule  est 
séparée  de  l'autre  par  ime  membrane  mince,  un  peu  concave 
et  sa  forme  est  celle  d'une  bémispbère  :  c'est  la  cellule  généra- 
tive,  elle  contient  également  un  petit  noyau  arrondi  et  placé 
en  son  centre.  Cette  cellule  pro(biira  plus  tard  après  une  pre- 
mière division,  deux  anthérozoïdes. 

Dans  le  cytoplasme  de  la  cellule  végétative,  se  remarquent 
(|uelques  granulations  :  les  plus  grrosses  sont  des  grains  d'ami- 
don, les  plus  petites  corres})ondent  sans  doute  aux  microsomes. 

On  constate  à  ce  sujet,  d'assez  grandes  variations  dans  les 
grains  de  pollen  :  Quelques-uns  contiennent  une  grande 
quantité  d'amidon  en  très  gros  grains  disposés  autour  du  noyau 
et  d'autres  ne  renferment  que  de  très  jietites  plastes  à  amidon, 
arrondis  ou  anguleux.  Les  microsomes  sont  petits  et  sphé- 
riques  ;  ils  sont  répartis  à  la  périphérie  de  la  cellule,  les  mêmes 
éléments  existent  clans  la  petite  cellule,  mais  sont  beaucoup 
moins  nombreux  {fig.  10  et  11,  p/.  IX). 

Vprès  coloration  vitale,  on  met  en  éxidence  le  vacuome  : 
celui-ci  est  constitué  dans  la  celule  végétative  d'un  assez  graiu! 
nombre  (50  et  plus)  de  vacuoles  arrondies  à  peu  près  toutes  de 
même  taille,  qui  prennent  avec  le  louge  neutre  une  coloration 
rose.  Les  vacuoles  sont  toujours  indépendantes  les  imes  des 
autres  et  ne  sont  jamais  fusionnées  entie  elles.  Le  suc  vacuo- 
laire  est  probablement  neutre  ou  légèrement  acide. 

Lorsqu'on  a  réussi  une  coloration  vitale,  on  constate  que 
les  éléments  du  cytoplasme  sont  disposés  assez  nettement  en 
trois  zones  autour  du  noyau  :  zone  des  plastes  amylifères  au 
centre,  zone  des  vacuoles  dans  la  région  moyenne,  zone  des 
microsomes  à  la  périphérie. 

La  coloration  vitale  se  fait  moins  vite  et  moins  facilement 
dans  la  petite  cellule  générative  (|ue  dans  la  cellule  végétative, 
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(  (•  ((iii  |)eul  être  dû,  soit  à  une  iiiiperinéabilité  relative  de  la 
membrane,  soit  à  une  nature  difîérenle  du  suc  vacuolaire.  La 
coloration  de  cette  petite  cellule  a  toujours  lieu  après  celle  de 
la  grande  cellule,  ce  tjui  semble  ])t()uver  (|ue  le  colorant  u  \ 
pénètre  qu'à  travers  la  cloison  mitoyenne. 

Les  vacuoles  de  la  petite  cellule  sout  de  taille  réduite.  Elles 
peuvent  se  présenter  sous  plusieurs  aspects  différents  suivant 
l'état  de  mouvement  du  cytoplasme  :  ou  i)ien  elles  sont  arron- 
dies et  séparées  les  unes  des  autres,  ce  (pii  est  le  cas  le  plus 
l'réqueni,   ou  bien  elles  ont  conflué  en    un    réseau  vacuolaire 
nni(|ue  qui  peut-être  très  fin  et  très  délié.  (]et  appareil  vacuo- 
laire  montre   avec   le    rou^e    neutre    une    réaction    nettement 
plus  alcaline  que  le  suc  des  vacuoles  de  la  ^lande  celhdc  :  eu 
effet,  la  teinte  prise  en  coloiation  vitale  est  généralement  oran- 
gée ou  lOUiL'^e  brique,  et  la  différence  de  réaction  est  assez  maj- 
(|uée  avec  la  cellule  vé^j-étative.  Ce  réseau  de  vacuoles  est  situé 
dans  le  cytoplasme  et  entoure  le  noyau  de  la  cellule  :  on  remar- 
(fue  é^'-alement  quelques  g-ranulations  dont   nous  axons  déjà 
lait  mention  et  qui  correspondent  à  des  plastes  amylifères  <■( 
à  des  microsomes  {fig.  10  cl  11,  pi.  IX). 

ART.   -2.  —  ClPliESSlS  lAW  SONIA 

Le  pollen  a  été  prélevé  à  diverses  époques  sur  le  même  arbre 
du  Jardin  des  Plantes  de  Paris. 

Le  20  mars.  —  Les  crains  de  pollen  s'isolent  facilement, 
ils  sont  arrondis  et  leur  coque  se  gonfle  dans  l'eau.  A  l'intérieur 
de  leur  membrane,  on  distingue  deux  cellules,  une  grande  et 
une  petite  qui  est  de  forme  lenticulaire  et  dont  la  cIt)ison 
mitoyenne  est  fortement  bombée.  Nous  n'obtenons  pas  de 
coloration  vitale  nette  a\ec  le  rouge  neutre. 

Le  29  mars.  —  Les  grains  de  pollen  placés  dans  la  solution 
du  colorant  vital,  éclatent  par  suite  du  même  phénomène 
constaté  déjà  chez  le  Biota.  Les  deux  cellules  qui  les  compo- 
sent se  trou\enl  alois  libérées  de  leur  coque  dure  (partie  cuti- 
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nisée  de  l'exine)  mais  demeurent  enveloppées  par  la  rouchr 
interne  de  l'exine  démesurément  gonflée  {fig.   12.  pJ.  IX). 

Le  rouge  neutre  pénètre  et  colore  des  vacuoles  rondes,  nom- 
breuses, dans  le  cytoplasme  de  la  cellule  végétative  :  ces  va- 
cuoles sont  acides  (coloration  rose). 

Dans  la  petite  cellule,  le  colorant  pénètre  moins  vite  ;  on  y 
observe  quelquefois  de  très  petites  vacuoles  alcalines,  rondes, 
tie  coloration  orangée,  mais  le  plus  souvent  tout  l'appareil 
vaciiolaire  forme  un  réseau  très  fin  ([ui  entoure  le  noyau  et 
dont  les  dipositions  sont  très  variées  {fig.  12,  13,  14,  pi.  IX). 

C-omme  dans  le  Biota,  les  cellules  du  pollen  renferment  de 
l'amidon  porté  sui'  des  plastes  et  il  y  a  des  microsomes  très 
petits  répartis  en  nombre  assez  élevé  au  sein  du  cytoplasme. 

ART.  3.  —  TAXUS  BACCATA. 

Le  pollen  au  mois  de  novembre  est  formé  de  grains  qui  sont 
déjà  isolés  dans  les  sacs  polliniques.  Il  existe  à  ce  moment 
une  membrane  mince,  un  assez  gros  noyau  et  de  nombreuses 
granulations  dans  le  cytoplasme.  Malgré  plusieurs  essais  nous 
ne  pouvons  pas  réussir  de  coloration  vitale  à  cette  époque. 

Au  mois  de  janvier  (le  17),  nous  observons  à  nouveau  des 
grains  de  pollen  dif  :  les  grains  possèdent  alors  une  coque, 
mais  l'essai  de  coloration  vitale  effectué  dans  une  solution  de 
rouge  neutre  ne  provoque  pas  la  rupture  de  l'exine  et  il  n'est 
pas  possible  d'obtenir  une  coloration. 

Le  14  février.  —  Un  nouvel  essai  de  coloration  vitale  est 
tenté  ;  déjà  sans  aucun  artifice,  dans  une  préparation  montée 
dans  l'eau,  on  observe  de  grandes  vacuoles  claires  dans  le  grain 
de  pollen.  Après  l'action  de  l'eau  iodo-iodurée,  on  distingue 
très  bien  le  noyau  nucléole,  le  cytoplasme  qui  renferme  d'as- 
sez nombreux  grains  d'amidon  et  la  vacuole  qui  est  restée 
incolore  et  présente  la  forme  dune  hémisphère  déformée. 

On  peut  effectuer  à  cette  époque  une  très  bonne  coloration 
au  rouge  neutre.  Le  suc  vacuolaire  est  probablement  acide,  car, 


\ 
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il  (loiine  au  colorant  une  teinte  rose,  un  peu  violette.  Il  y  a 
j^îénéralement  une  très  grande  vacuole  ou  bien  deux  ou  trois 
\acuolcs  de  moyenne  taille.  Parmi  les  granulations  du  cyto- 
plasme, on  reconnaît  des  plastes  à  amidon  qui  peuvent  être 
assez  gros  et  des  microsomes.  La  cocpic  du  grain  de  pollen 
demeure  intacte  pendant  le  séjour  dans  l'eau  (fiçj.  1,  pi.  IX)  ; 
vvc'i  lient  sans  doute  à  ce  que  la  pression  développée  à  l'inté- 
lieui-  du  grain  n'est  pas  suffisante  j)our  provoquer  la  rupture. 

Pollen  du  2ô  février.  —  Le  rouge  neutre  est  pris  très  vite  et 
1res  bien  sans  qu'il  y  ait  d'éclatement  de  la  coque  du  grain  de 
pollen  causé  par  le  séjour  dans  l'eau.  Il  existe  de  grandes 
vacuoles  comme  dans  les  grains  observés  précédemment  et 
c[ui  sont  plus  éloignés  de  la  maturation.  Mais  il  y  a  aussi  une 
tendance  très  nette  dans  beaucoup  de  cas  à  un  morcelle- 
u:ent  de  vacuoles.  Dans  certains  même,  on  trouve  de  nom- 
breuses petites  vacuoles  rondes  isolées  et  des  stades  intermé- 
diaires existent  c[ui  font  assister  à  la  fragmentation  de  la  grande 
vacuole  primitive.  Les  vacuoles  sont  encore  acides  (teinte 
presque  violette  du  rcnige  neutre)  (fuj.  2,  /W.  JX). 

Le  bleu  de  crésyl  essayé  dans  les  mômes  conditions,  |)énètre 
tout  aussi  facilement  :  il  donne  une  coloration  pres([ue  verdàtre 
à  la  vacuole  ce  qui  est  aussi  un  témoignage  d'acidité. 

On  observe  de  l'amidon  comme  dans  les  stades  antérieurs. 

Maturation  du  grain  de  pollen.  —  La  maturation  se  produit 
très  rapidement,  par  temps  sec,  à  partir  du  stade  précédent. 
Le  pédicelle  du  bourgeon  mâle  s'accroît  très  vite,  puis  les  sacs 
polliniques  fermés  jusf[ue  là,  s'ouvrent  et  mettent  le  pollen 
en  liberté. 

Deux  phénomènes  essentiels  se  pioduisent  à  l'épocfue  de 
la  maturation  dans  le  grain  de  pollen.  D'ime  part,  le  morcelle- 
ment de  l'appareil  vacuolaire  qui  passe  en  quelques  jours  de 
l'état  <i  grande  vacuole  »  à  l'état  de  très  petites  sphérules  indé- 
pendantes dans  le  cytoplasme  ;  d'autre  part  la  disparition  de 
l'amidon,    très   abondant    avant   la    maturation    et   dont    il    ne 
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persiste  plus  trace  clans  le  pollen  mûr.  Cette  assimilation 
ra])ide  de  1  amidon  an  moment  de  la  maturation  est  assez 
curieuse  à  constater,  car  ce  n'est  pas  un  phénomène  habituel  ; 
il  semblerait  plus  naturel  que  la  réserve  d'amidon  persistât 
dans  le  grain  de  pollen  mûr  de  façon  à  être  utilisée  plus  tard 
])endant  la  geimination. 

Lorsqu'on  place  du  pollen  mûr  dans  une  solution  faible  de 
rouge  neutre  dans  l'eau,  il  s(>  produit  rapidement  une  péné- 
tration du  colorant  à  travers  la  coque  du  grain  et  la  couche 
interne  mucilagineuse  de  l'exine  se  colore  bientôt  en  jaune, 
puis  le  rouge  pénètre  daris  le  cytoplasme  et  vient  se  fixer  sur 
tie  nombreuses  petites  vacuoles  rondes  cjui  prennent  une  teinte 
rosée.  Souvent  la  teinte  du  \acuome  est  orangée,  ce  qui 
indi(|ue  une  réaction  basique  et  l'on  remarque  que  plus  le 
pollen  est  mûr  et  sec  plus  la  nature  du  vacuome  a  tendance 
à  être  alcaline. 

Au  bout  de  quelques  minutes,  le  gonflement  très  considé- 
rable de  la  membrane  provoque  généralement  l'éclatement 
de  la  couche  externe  dure  et  inextensible  (couche  cutinisée  de 
l'exine)  et  la  cellule  i)ollinique  se  trouve  libre  dans  l'eau 
entourée  par  une  épaisse  paroi  mucilagineuse  (fiçf.  4,  pJ.  rX). 

Si  la  coloration  vitale  est  très  bien  réussie  et  si  le  pollen  est 
bien  mûr,  on  observe  dans  le  cytoplasme  une  grande  quantité  I 

de  petites  sphérules  orangées  (il  est  difficile  de  les  compter,  * 

mais  leur  nombre  paraît  dépasser  la  centaine)  et  un  gros 
noyau  nucléole  au  centre  du  grain.  Dans  les  cas  favorables, 
nous  avons  noté  qu'il  y  avait  des  inclusions  incolores  dans  les 
sphérules  vacùolaires,  ce  qui  justifierait  une  comparaison  avec 
les  grains  d'aleurone. 

Cette  évolution  des  vacuoles  à  la  maturation  est  évidem- 
ment sous  la  dépendance  de  la  perte  d'eau  qui  se  produit  à 
cette  époque.  Cette  déshydratation  explique  le  morcellement 
de  la  vacuole,  la  concentration  du  suc  des  petites  sphérules 
et  le  dépôt  d'un  corpuscule  à  l'intérieur  de  certaines  d'entre 
elles. 


I 
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Le  piain  de  |)(jllcn  avaiil  inatiiralion  reii fermait  de  j^ros 
<^iaiiis  d'amidon  :  1res  rapidement  eelni-ei  (iis|)araît.  Dans  le 
pollen  du  bourgeon  ouvert,  il  ny  a  i)iiis  traces  d'amidon  cl 
accrn,  mais  qui  n'est  pas  ouvert,  il  en  reste  encore  quel(|nes 
traces  (très  petits  g^rains  se  colorant  en  ^ris  pâle).  Dans  le 
pollen  du  bourgeon  ouvert,  il  n'y  a  plus  traces  d'amidon  et 
le  grain  de  pollen  placé  dans  l'eau  iodo-iodurée  prend  une 
teinte  jainie  uniforme. 

Les  faits  cytologiques  importants  de  la  maturation  du  griiiii 
de  pollen  chez  l'If  sont  donc  :  l'accroissement  du  cytoplasme, 
le  morcellement  des  vacuoles  et  le  changement  de  réaction 
du  suc  vacuolaire  (|ui  devient  alcalin,  })uis  la  disparition  con- 
comitante de  l'amidon  qui  est  consommé. 

ART.  4.    -  CEPHALOTAXUS  FORTUNE!. 

Le  ])olIen  a  été  prélevé  à  diverses  épocpies  sur  ini  aibre  de 
rrk-olc  de  Botanique. 

Le  7  mars.  —  Nous  faisons  un  examen  dans  l'eau  des  grains 
de  pollen  isolés  par  écrasement  des  sacs  poUiniqucs  de  façon 
à  nous  rendre  compte  de  leur  état  d'évolution.  Les  grains 
sont  au  slade  de  tétrades  ou  l)ien  disposés  par  deux  ;  enfin 
(fuel(|ues-iuis  sont  isolés.  Il  existe  à  ce  moment  beaucoup 
d'amidon  el  le  ncnau  nettement  visible  est  granuleux.  Dans 
quel(|ues  cas  une  grande  vacuole  incolore  est  rcconnaissabic  : 
elle  est  en  forme  de  croissant.  On  constate  que  les  \iicuolcs 
ne  se  colorent  pas  par  le  rouge  neutre. 

Le  4  avril.  —  Les  grains  de  pollen  s'isolent  facilement  dan.-; 
l'eau  après  écrasement  des  .sacs  poUiniques.  On  r-eru"ontre 
souvent  à  cette  époque  des  grains  de  pollen  isolés,  nnicelhr- 
laires  et  encore  quelques  rares  tétrades.  L'amidon  (^sl  ivi-^ 
abondant,  en  grains  très  gros  et  assez  nombreux,  disposes 
dans  le  cytoplasme  autour  du  noyau  (|ui  est  bien  xis'iblv 
arrondi  et  granuleux.  Les  grains  d'amidon  sont  sinqjles  nu 
composés  et  ils  sont  très  nets  giàce  à  leur  réfringence  spé- 
ciale. 
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Le  ^^rain  de  pollen  est  entouré  par  une  membrane  assez, 
épaisse  au-dessous  de  laquelle  s'observent  dans  le  cytoplisme 
de  nombreux  microsomes.  Les  grains  d'amidon  sont  au  con 
traire  iLrroupés  autour  du  uovau.  La  coloration  vitale  au  i(>ii<.'(' 
neutre  réussit  bien.  On  met  ainsi  en  évidence  de  irrosses 
spbères  vacuolaires  indépendantes  (|ui  se  teip-nent  en  rose  par 
le  rouge  neutre  (fig.  5,  [jl.  IX). 

Le  l'"^  mai.  —  Nous  observons  une  division  de  i^rains  de 
pollen  au  stade  de  la  métaphase  dans  le  grain  coloré  vitale- 
ment  j)ar  le  rouge  neutre  :  le  système  ^a(•uolaire  ^e  trouve  à 
l'état  de  petites  spbérules  colorées  en  rose.  Les  chromosomes 
sont  incolores,  mais  ils  sont  bien  visibles  comme  des  bâtonnets 
j)lus  réfringents  que  le  reste  du  cytoplasme.  L'ensemble  du 
noyau  en  division  n'est  pas  central,  mais  situé  vers  l'un  des 
pôles  de  la  cellule  où  se  formera  plus  tard  une  petite  cellule 
(cellule  générative)  (fig.  (j,  pJ.  IX). 

A  cette  épo(pie  on  observe  des  stades  de  grains  bicellulaires 
très  nombreux.  Le  séjour  dans  l'eau  détermine  rapidement 
comme  chez  le  Taxas,  l'éclatement  de  la  co(|ue  cutinisée  et 
il  devient  facile  d'observer  le  contenu  des  cellules  du  pollen 
car  elles  sont  très  transparentes.  Leur  ensemble  est  allongé 
et  de  forme  ovo'ide  ;  il  comprend  une  grande  cellule  végéta- 
tive et  une  petite  cellule  générative  située  du  coté  du  petit 
bout  de  l'ovoïde  et  qui  a  une  forme  hémisphérique  (1)  {Fig.  7, 
pi.  IX). 

Lorsqu'on  a  essayé  la  coloration  vitale,  on  constate  (|ie  la 
petite  cellule  est  plus  lente  à  se  colorer  que  la  grande  ;  il  faut 
ordinairement  une  demi-heure  ou  une  heure  pour  obtenir  un 
résultat  et  la  teinte  prise  est  toujours  différente  de  celle  de 
la  grande  cellule.  Cette  dernière  renferme  un  noyau  central 
nucléole  et  dans  son  cytoplasme  s'observent  de  très  nom- 
breuses vacuoles  roses  ;  des  grains  d'amidon  réfringents  sont 
visibles  autour  du  noyau. 

(1)  Comme  chez  les  Cupressinées,  la  cellule  «ïénérative  donne  naissance,  après 
ime  première  division  en  cellule  pcdicelle  et  cellule  anthéridiale,  à  deux  anthé- 
rozoïdes.   Ces   divisions   n'ont    lieu    qu'un    an    après    la    |)ollinisation. 
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Le  colorant  qui  a  pénétré  dans  la  celhilc  vé^'étatiAc  passe 
eiisiiito  à  travers  la  membrane  mitoyenne  et  vient  se  fixer  sur 
le  vaciiome  fie  la  cellule  reproductrice.  Ce  vacuome  peut  se 
présenter  sous  plusieurs  aspects  différents  :  ou  bien  on  le 
lton\e  constitué  par  un  certain  nombre  de  ])etites  vacuoles 
sphéri(pies  et  alcalines  (coloration  orangée)  ou  bien  c'est  un 
réseau  vacuolaire  orangé  dont  la  forme  est  très  irréprulièic  v\ 
d'ailleurs  changeante.  Dans  une  observation  de  l'un  de  ces 
réseaux,  nous  avons  dessiné  trois  dispositions  successives  (pii 
se  sont  sucédées  dans  l'espace  d'une  minute.  Cet  état  du 
vacuome  ne  peut  guère  se  comprendre,  sans  admettre  (lu'il 
est  formé  d'une  substance  visqueuse  ;  lors(iue  la  quantité  de 
matière  vacuolaire  est  moindre,  on  peut  observer  de  réseaux 
excessivement  fins,  mais  qui  se  détachent  toujours  avec  une 
netteté  parfaite  sur  le  fond  incolore. 

Il  existe  également  dans  la  cellule  générative  de  petits 
grains  d'amidon  autour  du  noyau  (fig.  7  et  8,  pi.  /A). 

Nous  avons  fait  l'essai  de  quehpies  autres  colorants  vitaux 
dont  les  résultats  ont  été  notés.  Avec  du  pollen  pres(jue  mûr, 
le  bleu  de  crésyl,  si  la  concentration  du  colorant  est  faible,  ne 
donne  aucune  coloration;  si  au  contraire  la  concentration  est 
forte,  la  pénétration  s'effectue  :  dans  la  cellule  végétative,  les 
grosses  sphérules  se  teignent  en  bleu  vert  ;  dans  la  petite  cel- 
lule générative,  les  vacuoles  se  teignent  en  violet  métachro- 
matique  assez  foncé. 

Le  bleu  de  méhylène  n'a  donné  aucune  résultat  ;  le  bleu 
du  Nil  réussit  au  contraire  et  colore  les  vacuoles  de  la  grande 
cellule  en  bleu  vert,  mais  l'on  ne  parvient  pas  à  colorer  la 
petite  cellule  reproductrice. 

ART.  :>.  —  GINGKO  liîf.ObA. 

Le  pollen  a  été  étudié  sur  un  arbre  planté  dans  le  Jardin 
des  Plantes  à  Paris. 

Les  divisions  de  maturation     se    produisent    au    début     de 


—  188  — 

mois  d'avril.  A  cette  époque,  nous  n'avons  pas  réussi  de  colo- 
rations vitales  des  vacuoles  ;  mais  l'on  obtient  par  contre  la 
fixation  du  rouj^e  neutre  sur  les  chromosomes  du  noyau  (Voir 
les  indications  à  ce  sujet  dans  le  chapitre  spécial  (onccin  lut 
les  colorations  vitales). 

Vers  le  milieu  d'avril,  le  grain  de  pollen  isolé  dans  le  licpiidc 
nutritif  du  suc,  montre  la  structure  suivante  :  il  existe  un 
seul  noyau  souvent  placé  sur  le  côté  et  une  vacuole  très 
o-rosse  se  distingue  facilement;  enfin  une  réserve  assez  abon- 
dante de  gros  grains  d'amidon  se  trouve  dans  le  cvtoplasne. 
Le  vacuome  à  ce  stade  ne  fixe  pas  le  rouge  neutre  et  nous 
n'avons  pas  pu  obtenir  de  coloration  vitale. 

\u  mois  de  mai,  se  produit  la  maturation  du  pollen.  Les 
étamines  de  GingJ<o  qui  étaient  vertes  précédemment  com- 
mencent à  jaunir.  Le  pollen  se  montre  cloisonné  et  compreml 
à  maturité  quatre  cellules,  une  grande  qui  est  la  cellule  végé- 
tative et  trois  autres  cellules  aplaties  dont  la  première  est  la 
cellule  générative  tandis  que  les  deux  dernières  sont  des  cel- 
lules prothallienncs. 

A  ce  moment,  on  obtient  une  coloration  vitale  dans  ces  élé- 
ments. Dans  la  cellule  végétative,  il  y  a  de  nombreux  s])lié- 
rules  vacuolaires  se  teignant  en  rose  par  le  rouge  neutre. 
Dans  les  petites  cellules,  on  voit  des  granulations  du  vacuome 
colorées  en  rouge  (1)  (fig.  17,  pi.  IX). 

Il  n'existe  pas  de  différence  de  réaction  entre  le  suc  \acuo- 
laire  de  toutes  ces  cellules. 

AKr.  G.  —  ETUDE  DU  POLLEN  DES  GYMN^^SPERMES 
ARRÈS  FIXATION  {MÉTHODE  DE  REGM  D). 

Nous  avons  vu  (|u'il  était  possible  de  reconnaîtic  c\  de  dis- 
tinguer dans  les  grains  de  i)ollen  examinés  vivants,  la  plnpail 
des  éléments  constitutifs  du  cytoplasme.   Cependant,    la  pré- 

(1)   l.a  dernière  cellule   prathiillienne  est   très  iiplatie  cl   ne   jjossède   pas  île  con- 
kiiii   discernable. 
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sencc  (les  plastes  dans  le  pollen  est  surtout  révélée  par  la  pré- 
sence de  l'amidon  dont  ils  sont  porteurs,  si  bien  ((ii(>  ce  n'est 
pas  une  simple  observation  vitale  dans  ce  cas  qui  permet  de 
se  rendre  compte  de  l'existence  des  plastes  ;  d'autre  part,  c'est 
précisément  dans  des  exemples  de  g-rains  de  pollen  ou  de 
germinations  incolores  que  l'on  a  anciennement  parlé  d  une 
naissance  de  l'amidon  directe,  au  sein  dn  cytoplasme.  Pour 
toutes  ces  raisons,  il  était  nécessaire  d'appli(|U(M-  aux  grains 
de  pollen  des  Gymnospermes  une  méthode  de  fixation  el  de 
coloration  qui  mît  en  évidence  les  plastes  et  qui  permît  d  af- 
firmer leur  existence  en  toute  certitude. 

La  méthode  de  Regaud  a  pu  être  employée  à  cet  effet,  bien 
(|u'elle  ne  réussisse  pas  toujours  :  on  sait  que  les  grains  de 
pollen,  au  voisinage  de  la  maturation  ne  se  prêtent  pas  aisé- 
ment à  la  fixation  à  cause  de  la  présence  d'une  membrane 
fortement  cutinisée,  de  sorte  (pie  les  résultats  obtenus  sont 
assez  médiocres. 

Pendant  le  stade  de  cellules  mères  et  avant  les  divisions 
réductrices,  il  est  au  contraire  plus  facile  de  réussir  de 
bonnes  préparations,  (l'est  à  cette  période  (pi'oid  été  coloiées 
des  cellules  mères  du  pollen  chez  le  Giiujko  hiloha  {pi.  I\  , 
j\(j.  Ki).  On  voit  (|u'à  ce^moment  le  vacuome  non  coloré  se 
troiixc  à  l'état  de  petites  vacuoles  claires  et  on  reni;ir(pic  (liins 
le  cytoplasme  des  granulations  parmi  lesquelles  on  ne  pciil 
faire  aucune  distinction.  Par  suite  de  leur  grosseur  assez  uni- 
forme, il  semble  (pi  il  s'agrisse  imi(fuement  de  corpuscules 
appartenant  au  j)lasti(lome. 

Dans  la  période  qui  sirit  de  près  les  divisions  rédrrcirices, 
au  moment  oii  les  grains  de  |)ollcn  se  trouxent  réunis  |);ir 
g-roupes  de  quatre,  en  tétrades,  nous  avons  eu  de  bons  résirl- 
tats  dans  nos  préparations  chez  le  Ccphalotaxus  Forfunci. 

Le  vacuome  non  coloré,  constitue  à  ce  monuMil  un  système 
de  canalicules  plus  ou  moins  anastomosés  en  un  réseau.  On 
observe  à  ce  moment  ruie  très  bonr»e  distinction  eu  lie  des 
plastes  globuleux  et  relativement  gros  et  des  élémenls  de  hiillc 
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beaucoup  plus  faible,  répartis  en  abondance  à  l'intérieur  du 
cytoplasme.  Os  derniers  semblent  correspondre  aux  éléments 
du  sphérome  que  l'on  voit  sur  le  vivant  {Fiçj.  17  et  19,  PI.  IV). 
Knfin  chez  Taxus  baccata,  des  portions  de  sacs  polliniqucs 
ont  été  fixées  au  début  du  mois  de  février.  Les  préparations 
ont  été  moins  satisfaisantes  que  pour  les  exemples  précédents, 
en  raison  de  la  cutinisation  avancée  des  enveloppes  du  pollen 
à  cette  époque.  Elles  mettent  cependant  en  évidence  d  une 
façon  très  nette  des  plastes,  répartis  autour  du  noyau  et  dans 
les  travées  cytoplasmiques  et  ceux-ci  correspondent  éxidem- 
ment  par  leur  taille  et  leur  situation  aux  corpuscules  amylacés 
du  pollen  vivant.  Les  vacuoles  assez  grandes  à  ce  stade  se 
détachent  en  clair  et  Ton  ne  remarque  pas  de  corpuscules 
colorés  à  leur  intérieur  {Fig.  18,  PL  IV). 


CONCLUSIONS. 


Nous  rappelons  qu^ime  étude  vitale  systématique  du  pollen 
des  Gymnospermes  n'a  jamais  été  faite  :  après  comparaison 
des  résultats  qu'elle  donne,  avec  ceux  que  fournit  la  fixation, 
elle  conduit  à  un  certain  nombre  de  constatations  intéres- 
santes. Il  y  a  beaucoup  de  profit  à  tirer  de  recherches  de  ce 
genre,  car  il  s'agit  de  cellules  ayant  une  haute  importance, 
et  qui  portent  en  elles  toute  l'hérédité  mâle. 

Dans  deux  notes  récentes  sur  les  Iris,  M.  P.- A.  Dangeard  a 
déjà  montré  que  le  pollen  de  ces  plantes,  ainsi  que  le  sac 
embryonnaire,  renferment  les  éléments  habituels  aux  cellules 
végétatives,  c'est-à-dire  des  plastes  et  des  microsomes.  V  ce 
sujet  il  s'exprime  ainsi  :  ((  La  distinction  du  plastidome  et 
du  sphérome  est  donc  aussi  nette  dans  le  sac  embryonnaire 
que  dans  le  grain  de  pollen,  et  cette  constatation  a  un  grand 
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inlérèl  au  point  de  Mie  des  phénomènes  ultérieurs  de  la  fécon- 
dation  ». 

Nous  sommes  en  mesure  de  confirmer  cette  conclusion  en 
ce  qui  concerne  le  pollen  des  Gymnospermes  :  les  cellules  pol- 
liniques  sont  des  cellules  complètes  renfermant  toujours  les 
trois  catégories  d'éléments  distingués  par  INl.  P.-V.  Dangeard 
chez  ]'Jris. 

Ce  sont  des  vacuoles  colorables  vitalement,  des  plastes  géné- 
ralement amylifères  et  des  microsomes. 

Bien  que  les  vacuoles  correspondent  à  une  partie  de  la  cel- 
lule moins  vivante  que  le  reste,  elles  ont  dans  ce  cas  des  grains 
de  pollen  un  intérêt  indéniable,  par  suite  de  la  pénurie  d'eau 
et  du  ralentissement  de  la  vie  qui  sont  l'apanage  des  éléments 
du  pollen  mûr. 

Malgré  leur  état  desséché,  les  grains  de  pollen  contiennent 
toujours  un  vacuome  à  disposition  condensée  ([ui  fixe  les 
colorants  vitaux  d'une  manière  élective. 

Cet  appareil  consiste  ordinairement  en  un  ensemble  de 
spliérules  indépendantes  au  milieu  du  cytoplasme,  (l'est  le  cas 
notamment  des  cellules  végétatives  {Taxus,  Cupressns,  Cepha- 
lotdxus,  Biota,  Gingko).  Il  peut  aussi  se  trouver  sons  le  même 
état  dans  les  cellules  génératives,  mais  le  plus  souxcnl,  en 
raison  du  caractère  moins  fluide  de  la  substance  vacuolaire, 
il  se  (Mspose  en  un  réseau  très  délié  dont  la  forme  varie  sous 
l'influence  des  mouvements  cytoplasmiques  qui  nous  sont 
ainsi   révélés. 

Il  existe  une  différence  notable  entre  le  vacuome  des  cel- 
lules végétatives  et  celui  des  cellules  génératives.  Dans  le 
premier  cas,  le  suc  est  neutre  ou  même  légèrement  acide  ; 
dans  le  deuxième  cas  le  suc  est  alcalin  et  sa  consistance  demi- 
Huide,  ce  qui  entraîne  la  formation  de  réseaux. 

Ce  fait  doit  être  rapproché,  toute  proportion  gardée,  des 
observations  de  M.  Guignard  chez  le  Lis  martagon  où  ce  savant 
insiste  sur  la  différence  des  caractères  histochimiques  des 
noyaux  et  des  protoplasmes  suivant  qu'il  s'agit  de  la  cellule 
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végétative  ou  de  la  cellule  génératrice.  Au  moyen  d'un  mé- 
lange approprié  de  vert  de  méthyle  et  de  iuschine,  il  colore 
vu  effet  en  rose  vif  le  protoplasme  de  la  cellule  génératrice  et 
](>  distingue  ainsi  de  celui  de  la  cellule  végétative.  D'après  ce 
(p,e  nous  avons  constaté,  il  se  produit  une  spécialisation  com- 
parable, en  ce  qui  concerne  l'appareil  vacuolaire,  car  les  sphé- 
rules  du  vacuome  (|ue  Ion  observe  dans  le  cytoplasme  avant 
bipartition  des  cellules  polliniques,  sont  toutes  semblables 
dapparence  et  leur  réaction  vis-à-vis  du  rouge  neutre  est  la 
même    {fig.  ,    chez    Cephalotaxus    Fortunei)  ;  même    au 

moment  où  s'effectue  la  division  et  alors  que  la  cloison  n'est 
pas  encore  établie,  on  ne  peut  pas  encore  remarquer  de  diffé- 
rence. 

Au  contraire  dès  que  la  membrane  cellulosique  s'est  formée 
cl  qu'elle  sépare,  les  cellules  végétatives  et  généralives,  le 
vacuome.  dès  lors  divisé  en  deux  |)arties  complètement  isolées, 
commence  à  manifester  des  (bfférences  profondes  :  dans  la 
cellule  végétative,  les  vacuoles  restent  arrondies  ;  leur  suc  qui 
paraît  assez  fluide  demeure  neutre  ou  légèrement  acide;  dans 
la  cellule  générative  au  contraire,  le  suc  vacuolaire  s'épaissit 
et  comme  les  mouvements  cytoplasmiques  sont  intenses  on 
peut  observer  fréquemment  des  dispositions  variées  et  chan- 
geantes de  fdaments  et  de  réseaux.  On  peut  voir  ceux-ci  se 
modeler  d'une  manière  excessivement  complexe  sous  l'effel 
de  pressions  internes  dont  elles  sont  à  nos  yeux  la  seule  mani- 
festation . 

Il  y  a  là  un  spectacle  que  seule  peut  nous  donner  I  étude 
vitale  :  il  est  plus  riche  d'enseignement  que  celui  (juon 
ac(|uiert  après  l'examen  d'un  grand  nombre  de  pré])arations 
fixées. 

Les  grains  de  pollen  renferment  certainement  un  vacuome 
à  tous  les  états  de  leur  développement.  Lorsque  le  grain  ost 
jeune  et  au  moment  de  la.  formation  des  tétrades,  il  n'a  pas 
été  possible,  cependant,  d'obtenir  des  colorations  >itales 
d'une    manière  générale.   Chez    le    Gingko,   la    coloration    a 
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réussi,  mais  nous  avons  obtenu  une  fixation  du  rouf^e  neutre 
par  les  chromosomes  du  noyau  et  non  par  les  vacuoles.  Ces 
faits  sont  encore  trop  isolés  pour  que  l'on  puisse  en  tirer  des 
conclusions.  Retenons  qu'à  certaines  périodes  de  leur  déve- 
loppement les  grains  de  pollen  ont  un  vacuome  dépourvu 
d 'affinité  pour  les  colorants  vitaux. 

Les  grains  de  pollen  à  ballonnets  remplis  d'air,  des  Abié- 
tinées  (Pinus,  Abies,  Picea,  Cedrus),  ne  se  sont  pas  montrés 
colorables  vitalement  par  le  rouge  neutre,  de  sorte  que  notre 
étude  ne  porte  c{ue  sur  le  pollen  des  Taxinées,  Cupressinêes  et 
Gingkoalfs. 


Ddiiijeard  13 


QUATRIEME    PARTIE 

Questions  relatives  aux  colorants  vitaux 


Dans  les  chapitres  précédents,  il  a  été  souvent  question  du 
virage  de  teinte  qui  se  produit  lorsqu'un  colorant  vital  tel  que 
le  bleu  de  crésyl  ou  le  rouge  neutre  pénètre  dans  une  vacuole. 

Nous  avons  encore  appelé  ce  virage  une  înétachromasie  et 
nous  avons  cherché  quelles  pouvaient  en  être  les  causes.  Par 
une  étude  spéciale  des  éléments  dans  lesquels  se  produisait  ce 
phénomène,  nous  sommes  arrivés  à  l'expliquer  ainsi  : 

Les  vacuoles  qui  prennent  en  coloration  vitale  une  teinte 
métachromatique  sont  des  vacuoles  à  contenu  alcalin.  Dès 
que  la  substance  vacuolaire  devient  neutre  ou  acide  (cas  de 
l'apparition  de  tannins  à  son  intérieur  par  e\omj)le),  il  ne  se 
fait  plus  de  métachromasie. 

Il  n'est  pas  douteux  qu'il  soit  intéressant  de  connaître  si 
une  vacuole  possède  une  réaction  alcaline  ou  acide  et  le  phy- 
siologiste ne  peut  pas  se  passer  de  cette  donnée,  car  les  vacuoles 
jouent  un  rôle  im[)ortant  dans  le  foîictioiinement  de  la  vie. 

On  sait,  en  effet,  que  la  cellule  végétale  avec  ses  vacuoles, 
se  comporte  comme  un  véritable  asmomètre  et  (\iu\  par  elles 
se  trouve  réalisée  la  pénétration  ou  endosmose  des  sels  solii- 
bles  du  milieu  extérieur  à  l'intérieur  des  tissus. 

On  peut  dire  que  grâce  à  ce  mécanisme  une  partie  de  la 
nutrition  de  la  plante  se  trouve  assurée  (uutrition  minérale). 

En  réalité,  les  phénomènes  sont  moins  simples  et  l'osmose 
n'est  qu'une  première  approximation  de  la  vérité  en  matière 
de  physiologie  cellulaire.  La  vacuole  fonctionne  comme  lui 
osmomètre,  il  est  vrai,  mais  comme  un  osmomètre  à  mem- 


—  196  — 

brane  particulière  semi-perméable  qui  ne  laisse  pénétrer  que 
certains  sels  parmi  tous  ceux  qui  existent  clans  le  milieu  exté- 
rieur. En  outre,  si  la  concentration  du  milieu  dans  lequel 
sont  plongées  les  cellules  augmente,  il  se  produit  bientôt  un 
nouvel  équilibre  des  tensions  osmotiques  par  suite  de  la  pro- 
priété que  possède  la  vacuole  d'augmenter  rapidement  sa 
teneur  en  ions  et  de  réaliser  ainsi  une  nouvelle  pression  osmo- 
tique  du  suc  cellulaire. 

Pour  de  Vries,  cette  propriété  très  importante  des  vacuoles 
était  due  aux  qualités  spéciales  de  la  membrane  vacuolaire 
qu'il  supposait  vivante  et  désignait  du  nom  de  tonoplaste. 
D'après  nos  recherches,  cette  membrane  n'a  pas  d'existence 
réelle  et  les  propriétés  spéciales  des  vacuoles  pourraient  être 
dues  à  la  présence  d'une  substance  fondamentale  protéique 
reconnue  dans  toutes  les  vacuoles,  par  M.  P. -A.  Dangeard,  la 
métachromatine,  mais  ce  n'est  là,  bien  entendu,  qu'une 
hypothèse. 

En  raison  de  l'importance  des  données  qui  se  raj)portent 
aux  substances  vacuolaires,  le  moment  est  venu  d'exposer 
dans  un  chapitre  spécial  les  résultats  de  nos  recherclies  sur 
l'alcalinité  et  l'acidité  des  vacuoles,  appréciées  au  moyen  de 
la  métachromasie  des  solutions  colorantes. 

Après  quelques  indications  générales  nécessaires  sur  le  phé- 
nomène, et  quelques  mots  d'historique,  nous  ferons  l'exposé 
de  nos  recherches  personnelles. 


CHAPITRE  PREMIER 
Pli«?noiiiène*s  de  Métachroinasic 


Dans  la  technique  des  colorations  utilisées  en  histologie, 
il  est  assez  fréquent  de  constater  un  changement  de  teinte  du 
colorant  lorsqu'il  est  fixé  par  certains  éléments  cellulaires. 
C'est  là  le  phénomène  de  la  métacliromasie.  On  dit  alors  que 
la  coloration  prise  est  métachromatique  ou  que  la  coloration 
de  certains  corps  de  la  cellule  se  fait  avec  métacliromasie. 

Chez  les  végétaux,  cette  action  se  constate  principalement  au 
contact  de  granulations,  fréquentes  dans  les  cellules  des 
Champignons  ou  des  Algues,  et  que  l'on  nomme  pour  cette 
raison  ((  corpuscules  métachromatiques  ». 

Chez  les  animaux,  on  peut  citer  des  corpuscules  ayant  les 
mêmes  propriétés  dans  certains  leucocytes  (Mastzellen). 

Rien  que  le  mot  .de  métachromasie  ait  été  employé  siuloiit 
pour  un  phénomène  de  virage  de  teinte  produit  dans  des  pré 
parations  fixées  et  colorées,  on  l'a  a])pliqué  également  au 
même  changement  produit  en  coloration  vitale  dans  des  prépa- 
rations d'ohjets  vivants.  Ainsi  M.  Guilliermond  dans  ses  re- 
cherches sur  les  Levures  signale  la  coloration  métachroma- 
tique à  l'état  frais  des  corpuscules  métachromatiques  par  le 
bleu  de  méthylène.  M.  Langeron  signale  aussi  le  virage  sur 
le  vivant  avec  le  rouge  neutre  dans  certaines  vacuoles. 

Nous  croyons  qu'il  est  essentiel  de  faire  la  distinction  entre 
la  métachromasie  en  coloration  vitale  et  h\  métachromusie 
après  fixation.  Ce  sont  là  deux  ordres  de  faits  absolument 
séparés  et  qui  n'ont   entre  eux  qu'un    rapport   assez  vague, 
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car  des  éléments  (jui  se  colorent  métachromatiqueir.ent  dans 
la  cellnle  vivante  ne  se  colorent  pins  ainsi  lorsqu'ils  sont  tixrs 
et  inversement.  Ainsi,  dans  une  cellule  d'albumen  de  Ricin, 
la  substance  fondamentale  du  grain  d'aleurone  se  colore  vita- 
lement  en  violet  par  le  bleu  de  crésyl,  tandis  que  le  cristalloïde 
prend  une  teinte  bleu  et  que  le  g-loboïde  demeure  incolore. 
Après  fixation,  au  contraire,  le  globoïde  se  tient  en  violet 
métachromatique  avec  le  même  colorant. 

La  distinction  est  donc  importante  et  nous  insistons  sur  la 
nécessité  de  la  faire,  car,  en  général  on  parle  de  métachro- 
masie  sans  indiquer  s'il  s'agit  de  préparations  fixées  ou  d'un 
examen  vital. 

Nous  laisserons  de  côté  la  question  de  la  métachromasie 
après  fixation  ;  ses  causes  sont  très  discutées  et  il  ne  semble 
pas  qu'une  théorie  satisfaisante  ait  été  donnée  Jusqu'à  présent. 

Métac]ii*oiiia!>!»ie  daiisii   le*;»  eoloi*ation$g>    vitales 

Elle  a  été  très  })eu  mentionnée  chez  les  animaux  par  les 
auteurs  qui  ont  employé  le  rouge  neutre  comme  colorant 
vital.  Ainsi  M.  Prowazek,  ne  la  signale  pas  dans  ses  colorations 
vitales  d'Infusoires. 

Elle  est  reconnue  par  M.  Guilliermond  dans  les  vacuoles  des 
Levures  en  1903  ;  M.  P. -A.  Dangeard  signale  dans  tous  les 
Champignons  qu'il  colore  vitalement  ;  les  vacuoles  colorées 
par  le  bleu  de  crésyl  prennent  ime  teinte  rouge  violacée  ou 
bien  il  se  précipite  à  leur  intérieur  des  corpuscules  de  couleur 
rouge,  métachromatique.  Il  reconnaît  le  premier  une  colora- 
tion vitale  métachromatique  chez  les  Phanérogames  (jeunes 
bourgeons  d'Asparagus,  etc.). 

M.  Guilliermond  refait  les  observation  vitales  de  M.  P. -A, 
Dangeard  chez  les  Phanérogames,  mais  il  n'observe  pas  au 
début  la  métachromasie  et  il  met  en  doute  l'opinion  de  ce 
dernier.  Pour  lui,  la  coloration  vitale  chez  les  Phanérogames 
est  due  aux  composés  phénoliques  contenus  dans  les  vacuoles 
et  il  n'y  a  pas  de  rapport  à  établir  avec  ce  qui  se  produit  chez 
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les  Champijïnons  ;  en  effet,  la  coloration  vitale  produite  n'est 
pas  métachromatique  comme  chez  ces  derniers. 

Nous  montrons  en  1920,  que  la  réalité  d'une  coloration 
vitale  métachromatique  des  vacuoles  chez  les  Phanérop-ames  ne 
saurait  être  discutée.  Nous  l'observons  dans  les  cellules  em- 
bryonnaires des  jeunes  bourgeons  de  Conifères  et  nous  préci- 
sons dans  quelles  cellules  elle  se  produit  :  elle  a  lieu  dans  les 
cellules  jeunes  de  méristème  et  nous  pensons  pouvoir  en 
donner  la  raisor»  :  la  coloration  métachromatique  des  vacuoles 
serait  due  au  contenu  neutre  ou  légèrement  alcalin  de  celles-ci  ; 
au  contraire,  dans  les  vacuoles  adultes,  le  contenu  vacuolaire 
étant  devenu  acide  il  se  fait  une  coloration  vitale  sans  méta- 
chromasie. 

Nous  retrouvons  le  même  phénomène  dû  à  la  même  cause, 
dans  le  cas  de  l'évolution  de  l'aleurone  du  Pin  maritime  : 
les  vacuoles  qui  dérivent  des  grains  d'aleurone  ont  d'abord 
un  contenu  alcalin  et  se  colorent  métachromatiquement,  ce 
n'est  qu'avec  l'apparition  des  composés  phénoliques  dans  les 
vacuoles  que  le  contenu  vacuolaire  devenant  acide,  la  méta- 
chromasie  cesse. 

De  même  chez  le  Ricin,  la  substance  fondamentale  des 
grains  d'aleurone  est  métachromatique  en  coloration  vitale  ; 
celle  de  l'assise  protéique  des  Graminées  est  dans  le  même  cas. 
Les  jeunes  vacuoles  des  cellules  les  moins  différenciées  du 
Rosier  sont  également  métachromatiques. 

Nous  avons  donc  signalé  un  grand  nombre  de  circonstances 
où  les  vacuoles  des  Phanérogames  sont  métachromatiques. 
C'est  généralement  dans  les  cellules  embryonnaires  que  l'on 
trouve  des  vacuolçs  ayant  ces  propriétés,  tandis  que  les  va- 
cuoles adultes  ont  en  général  un  suc  acide  qui  ne  produit  pas 
de  virage  des  colorants  vitaux. 

Ce  sont  les  expériences  suivantes  qui  ont  conduit  à  indiquer 
la  cause  de  la  métachromasie  en  coloration  vitale. 
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expériences  sur  des  solutions   «   in   vitro  » 

Lorsqu'on  emploie  le  rouge  neutre  comme  colorant  vital 
et  qu'on  le  voit  teindre  la  vacuole  dans  laquelle  il  pénètre  en 
jaune  orangé  ou  en  brun  rouge,  on  peut  en  déduire  que  cette 
vacuole  a  un  contenu  alcalin. 

En  effet,  le  rouge  neutre,  est  un  indicateur  coloré  d'une 
extrême  sensibilité.  Ses  solutions  dans  l'eau  distillée  sont 
roses  ;  or,  l'eau  distillée  du  commerce  est  neutre  au  tourne- 
sol. Si  on  ajoute  quelques  gouttes  d'acide,  la  solution  conserve 
sa  teinte  rose  qui  devient  toutefois  légèrement  violacée. 

Dans  l'eau  ordinaire  (eau  de  la  Ville  de  Paris)  qui  est  légère- 
ment alcaline,  le  rouge  neutre  donne  une  solution  orangée 
avec  faible  concentration,  rouge  brun  avec  forte  concentra- 
tion. 

Si  l'on  opère  avec  de  l'eau  distillée  dans  laquelle  on  dissout 
des  quantités  croissantes  de  potasse,  on  constate  que  pour 
obtenir  une  teinte  comparable  à  celle  que  donne  l'eau  de 
ville,  il  faut  se  servir  dune  solution  au  millième.  Pour  appré- 
cier les  teintes,  on  fait  dissoudre  une  petite  quantité  de  rouge 
neutre  en  poudre  dans  les  solutions  diverses  expérimentées. 
Inversement  pour  qu'une  solution  de  rouge  neutre  dans  l'eau 
de  ville  reprenne  la  teinte  rose  de  la  solution  dans  l'eau  dis- 
tillée, il  faut  ajouter  à  la  solution  dans  l'eau  de  ville  au  moins 
deux  décigrammes  d'acide  chlorhydrique  })ur  par  litre  en  vue 
de  la  neutraliser. 

Ces  expériences  mettent  en  évidence  l'extrême  sensibilité 
du  rouge  neutre  comme  indicateur  coloré  ;  nous  allons  nous 
en  rendre  compte  d'une  façon  plus  précise  en  comparant  les 
résultats  donnés  par  les  indicateurs  usuels. 

Hélianthine.  —  Donne  une  solution  orangée  soit  avec  de 
l'eau  distillée,  soit  avec  l'eau  de  la  Ville.  On  ne  peut  remarq:ier 
aucune  différence  de  teinte  tandis  que  le  rouge  neutre  accuse 
très  nettement  im  changement  de  couleur.  Si  on  ajoute  une 
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goutte  d'acide  à  la  solution  dans  l'eau  distillée,  il  se  produit 
une  teinte  rose  vif. 

Phénophtalêine.  —  Poudre  blanche,  insoluble  dans  l'eau 
ordinaire  et  dans  l'eau  distillée.  Dans  une  solution  de  potasse 
au  millième  donne  une  teinte  rose  qui  se  décolore  complète- 
ment par  l'adjonction  d'une  goutte  d'acide.  Même  résultat  avec 
une  sohition  de  carbonate  de  soude  au  millième. 

Tournesol.  —  Le  tournesol  prend  une  teinte  bleue  aussi 
bien  dans  l'eau  distillée  que  dans  l'eau  ordinaire.  L'eau  distil- 
lée se  montre  neutre  au  tournesol  ;  l'eau  de  ville  se  montre  au 
contraire  légèrement  alcaline  comme  on  le  constate  en  y  pla- 
çant un  papier  rouge  qui  bleuit. 

Bouge  Congo.  —  Donne  une  solution  orangée  soit  avec  l'eau 
distillée,  soit  avec  leau  de  ville.  On  peut  cependant  remarquer 
une  très  légère  différence  de  teinte  entre  les  deux  solutions  ; 
celle  qui  est  faite  avec  l'eau  ordinaire  étant  un  peu  violette, 
mais  la  différence  est  tout  à  fait  légère  (une  goutte  d'acide 
produit  un  virage  immédiat  au  bleu). 

Ces  comparaisons  nous  montrent  que  la  sensibilité  du  rouge 
neutre  est  telle  qu'il  peut  indiquer  des  indices  d'alcalinité  très 
faibles,  tout  juste  sensibles  au  tournesol. 

Comme  sa  teinte  varie  vers  l'alcalinité  du  rose  vers  l'orangé 
et  le  jaune  paille  avec  passage  par  toute  une  série  de  teintes 
intermédiaires,  il  est  précieux  pour  déceler  de  très  faibles 
changements  dans  le  cas  de  solutions  ayant  une  minime  teneur 
en  acide  ou  en  alcali  ;  c"'est  le  cas  précisément  des  vacuoles 
végétales. 

Au  contraire,  si  lu  teneur  des  solutions  de  rouge  neutre 
devient  riche  en  alcali,  la  teinte  de  la  solution  passe  au  jaune 
paille,  puis  devient  complètement  incolore. 

Les  expériences  faites  <  in  vitro  »  permettent  d'interpréter 
ainsi  les  résultats  des  colorations  vitales.  11  résulte  d(>  nos 
essais  au  moyen  du  rouge  neutre  dans  les  vacuoles  végétales 
que  la  teneur  de  celles-ci  en  alcali  n'atteint  jamais  la  concen- 
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tration  pour  laquelle  le  colorant,  deviendrait  jaune  paille  ou 
se  décolorerait.  Les  vacuoles  reconnues  comme  étant  les  plus 
basiques  correspondent  d'après  leur  teinte  à  un  degré  d'alca- 
linité égalant  ou  dépassant  légèrement  celle  de  Teau  de  ville 
(ce  qui  correspond,  nous  l'avons  vu,  à  une  solution  de  potasse 
au  milième). 

Lorsqu'au  contraire  les  vacuoles  colorées  vitalement  au 
rouge  neutre  apparaissent  roses,  on  peut  être  certain  que  leur 
suc  est  soit  neutre  (neutralité  de  l'eau  distillée)  soit  acide. 
L'on  peut  même,  lorstpie  la  teinte  est  rosée,  un  peu  violacée, 
pronostiquer  l'acidité  d'une  façon  certaine  avec  un  peu  d'ha- 
bitude. On  voit  donc  quels  services  peut  rendre  le  rouge  neutre 
pour  la  connaissance  de  la  réaction  du  suc  vacuolaire. 

Avec  ce  colorant,  nous  avons  pu  établir  qu'il  y  avait  des 
cas  nombreux  où  le  vacuome  était  alcalin,  ce  qui  était  mal 
connu  jusqu'à  présent  ;  le  degré  d'alcalinité  peut  môme  être 
précisé  assez  exactement. 

Il  existe  en  dehors  du  rouge  neutre  plusieurs  colorants 
vitaux  qui  présentent  des  phénomènes  de  virage  de  teinte. 
Nous  avons  comparé  leur  métachromasie  à  celle  du  rouge 
neutre,  ce  qui  nous  a  permis  d'établir  que  la  même  explica- 
tion pouvait  être  appliquée  à  certains  d'entre  eux.  La  méta- 
chromasie est  due  dans  divers  cas  à  des  différences  de  réaction. 

Bien  de  crésyl.  —  Ce  colorant  donne  une  solution  bleue  dans 
l'eau  distillée  et  dans  l'eau  ordinaire,  il  en  est  de  même  dans 
une  solution  acide.  Une  solution  de  potasse  au  centième  dans 
l'eau  distillée  donne  au  bleu  de  crésyl  une  teinte  violacée 
qui  redevient  bleue  par  adjonction  d'un  acide.  Le  même 
virage  se  produit  avec  une  solution  de  potasse  au  millième. 
Une  solution  au  dix  millième  par  contre  ne  donne  plus  aucun 
virage  de  teinte  appréciable.  Une  solution  de  carbonate  de 
soude  au  centième  ne  donne  pas  le  virage  non  plus. 

Bleu  de  Nil.  —  Donne  \me  solution  bleue  dans  l'eau  distillée 
çt  dans  l'eaii  de  ville.  Prend  une  teinte  violette  ou  rosée  en 
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présence  des  bases.  Une  solution  de  potasse  au  dix  millième 
dans  laquelle  on  verse  quelques  gouttes  d'une  solution  de  bleu 
de  Nil,  dans  l'eau  distillée,  prend  une  teinte  violette  ou  rose. 
Ce  virage  s'observe  avec  une  solution  de  potasse  au  vingt 
millième.  Il  ne  s'en  produit  pas  avec  du  carbonate  de  soude 
au  centième. 

Bleu  de  tohiidinc.  —  Les  solutions  de  ce  colorant  dans  l'eau 
distillée  sont  d'un  beau  bleu,  comparable  à  la  teinte  que  donne 
le  bleu  de  crésyl;  il  en  est  de  même  si  la  poudre  colorante  est 
dissoute  dans  l'eau  ordinaire  et  l'on  ne  peut  pas  reconnaître 
une  différence  de  teinte  entre  les  deux  solutions. 

Si  au  contraire,  le  bleu  de  toluidine  est  placé  dans  une  solu- 
tion de  potasse  au  millième,  il  donne  une  teinte  violette  qui 
correspond  tout  à  fait  à  celle  que  l'on  observe  dans  les  cellules 
colorées  métachromatiquement.  Il  ne  donne  plus  aucun  virage 
et  se  colore  en  bleu  dans  une  solution  au  dix  millième  ;  à 
cette  dose,  l'alcalinité  est  donc  trop  faible  pour  produire  un 
effet  appréciable. 

Nous  avons  vu  plus  haut  que  le  degré  d'alcalinité  de  l'eau 
ordinaire  (eau  de  Paris),  correspondait  à  peu  près  à  une  solu- 
tion de  potasse  au  millième  ;  cependant  l'eau  ordinaire  ne  pro- 
duit pas  de  métachromasie  tandis  que  la  solution  de  potasse 
la  montre  très  nettement.  Il  faut  en  déduire  que  le  degré 
d'alcalinité  n'intervient  pas  seul,  mais  aussi  la  nature  de 
l'alcali. 

Comme  pour  le  bleu  de  crésyl,  le  virage  est  réversible  et  la 
solution  violette  dans  la  potasse  diluée  redevient  bloiic  p;ir 
adjonction  d'im  acide. 

Bleu  de  méthylène .  —  Le  bleu  de  méthylène  se  conduit  d'une 
façon  différente  des  précédents  colorants,  car  il  ne  vire  pas  par 
l'adjonction  d'une  faible  quantité  de  base. 

Vert  Janus.  —  Les  solutions  de  ce  colorant  ne  changent  pas 
de  teinte  ni  avec  la  potasse  ni  avec  les  acides  (acide  acétique, 
sulfurique,  critique  gallotannique).  On  obtient  seulement  une 
teinte  violet  pâle  avec  l'acide  azotique. 
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Conclusions 


De  l'ensemble  des  faits  observés,  soit  en  coloration  vitale, 
soit  «  in  vitro  »,  il  résnlte  que  les  teintures  vitales  })cuvent 
servir  à  déterminer  la  nature  acide  ou  alcaline  des  vacuoles. 
Le  rouge  neutre  en  particulier  permet  d'atteindre  une  grande 
précision.  Les  phénomènes  de  métachromasie  en  coloration 
vitale  correspondent  certainement  dans  la  plupart  des  cas 
à  des  virages  de  teinte  produits  dans  le  suc  cellulaire  lorsqu'il 
est  légèrement  alcalin.  Ceci  est  vrai  non  seulement  pour  le 
rouge  neutre,  mais  aussi  pour  d'autres  colorants,  tels  que  le 
bleu  de  crésyl,  le  bleu  de  Nil,  le  bleu  de  toluidine. 

Le  bleu  de  méthylène  se  distingue  des  précédents  en  ce 
qu'il  ne  vire  pas  dans  les  solutions  alcalines  «  in  vitro  ». 

Nous  avons  cependant  observé  le  virage  à  l'intérieur  des 
vacuoles  alcalines  (coloration  vitale  chez  Taxiis  baccatà).  On 
ne  peut  donc  faire  autrement  que  d'attribuer  la  métachromasie 
du  bleu  de  méthylène  en  coloration  vitale  à  une  propriété 
particulière  encore  inconnue  des  vacuoles  alcalines. 

Le  vert  Janus  ne  présente  pas  non  plus  de  métachromasie 
in  iHiro  (sauf  très  léger  virage  avec  l'acide  azotique)  ;  or, 
ce  colorant  vital  présente  parfois  une  teinte  rosée  dans  les 
vacuoles  où  il  pénètre.  M.  P.  A.  Dangeard  a  signalé  ce  fait 
dans  les  jeunes  pétales  de  Gcranium  où  il  observe  que  le  sys- 
tème vacuolaire  se  colore  au  moyen  du  vert  Janus  et  prend 
((  une  teinte  rose  qui  passe  plus  ou  moins  au  vert  ». 

Nous  avons  eu  l'occasion  d'observer  des  faits  analogues  qui 
seront  décrits  au  chapitre  suivant. 

Les  colorations  métachroinatiques  du  vert  Janus  n'ayant  pas 
pu  être  reproduites  <(  in  vitro  )>  dans  des  conditions  satisfai- 
santes, il  en  résulte  que  nous  n'avons  aucun  moyen  pour  l'ins- 
tant de  savoir  quelle  est  la  cause  de  cette  métachromasie. 

Gomme  conclusion,  nous  retiendrons  que  certains  colorants 
vitaux,  tels  que  le  bleu  de  méthylène  et  le  vert  Janus,  peuvent 
présenter  ime  métachromasie  d'un  caractère  particulier  dont 
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l'explication  ne  peut  être  trouvée  dans  les  propriétés  acides  ou 
alcalines  des  vacuoles. 

Pour  les  véritables  colorants  vacuolaires  (rouge  neutre,  bleu 
de  crésyl,  bleu  de  Nil,  bleu  de  toluidine)  la  nature  de  la  réac- 
tion du  suc  cellulaire  entre  en  jeu  au  contraiie  d'une  façon 
fort  nette  et  la  disparition  de  la  métacbromasie  qui  se  produit 
à  un  moment  donné  de  l'évolution  cellulaire,  permet  de  noter 
le  moment  de  l'apparition  au  sein  de  la  vacuole  d'une  subs- 
tance qui  détruit  l'alcalinité  (cas  de  l'apparition  des  composés 
phénoliques). 

Un  des  faits  les  plus  marquants  de  notre  étude  des  vacuoles 
est  lié  à  cette  question  de  la  métacbromasie.  On  sait,  en  effet, 
que  le  cytoplasme  vivant  possède  une  réaction  alcaline  tandis 
que  les  vacuoles  ont  généralement  un  suc  acide.  Or,  nous 
avons  montré  sur  de  nombreux  exemples  que  certaines  vacuoles 
avaient  une  réaction  alcaline  ;  en  particulier  les  cellules  de 
méristémes  ont  toujoius  un  vacuome  qui  a  ces  propriétés 
et  cela  est  vrai  non  seulement  pour  les  cellules  embryonnaire'^ 
des  Gymnospermes,  mais  encore  pour  celles  (jue  l'on  observe 
chez  les  Phanérogames  (Rosier,  Iris). 

Ainsi  la  présence  d'un  vacuome  alcalin  est  peut-être  lui 
caractère  constant  des  cellules  jeunes.  Lorsque  la  cellule  vieillit 
au  contraire,  ses  vacuoles  deviennent  toujours,  soit  neutres, 
soit  acides. 


CHAPITRE   II 
Essais  dt'  divers  eolorsints 


Dans  les  chapitres  précédents,  nous  n'avons  parlé  que  de 
colorations  vitales  de  l'appareil  vacuolaire,  car  dans  tous  les 
cas  étudiés  nous  avons  vu  que  les  colorants  vitaux  principaux, 
(rouge  neutre,  bleu  de  crésyl,  bleu  de  méthylène),  sont  fixés 
uniquement  par  des  éléments  du  vacuome.  Nous  pouvons  nous 
demander  si  cette  propriété  de  fixer  les  colorants  vitaux  est 
spéciale  au  vacuome  et  ce  qu'elle  devient  lorsqu'on  emploie 
d'autres  teintures  vitales  (bleu  de  Nil,  vert  Janus,  violet  de 
méthyle,  etc.). 

Nous  allons  exposer  rapidement  ce  qui  a  été  fait  en  ':;oologie 
dans  cete  voie,  puis  faire  l'historique  des  colorations  vitales 
chez  les  végétaux.  Nous  exposerons  ensuite  nos  recherches 
personnelles  sur  l'emploi  des  divers  colorants. 

A.  —  Colorations  vitales  chez  les  aniinaus: 

Les  colorations  vitales  ont  été  largement  employées  par  les 
zoologistes  pour  mettre  en  évidence  certaines  particularités 
dans  la  cellule  vivante.  De  nombreux  colorants  ont  été  utilisés 
et  l'on  a  expérimenté  avec  eux  sur  les  tissus  les  plus  variés. 
Cependant  il  existe  très  peu  de  véritables  travaux  d'ensemble, 
où  soit  discuté  le  mode  d'action  des  divers  colorants  sur  les 
cellules.  Chaque  auteur,  en  général,  s'est  servi  d'un  colorant 
ou  deux  tout  au  plus,  qui  donnaient  de  bons  résultats  dans  un 
cas  particulier  et  qui  auraient  peut-être  agi  différemment  sur 
d'autres  objets  (1). 

(1)  Ce  n'est  pas  le  cas  cependant  pour  un  travail  de  Fiscliel  (1901)  sur  les  colo- 
rations vitales  chez  les  Batraciens,  car  l'auteur  a  fait  l'essai  d'une  centaine  de 
coloranis  vitaux.  Son  mémoire  est  certainement  un  des  plus  importants  parmi 
ceux   qui   traitent  des  colorations   vitales. 
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Le  petit  nombre  de  travaux  importants  s'expli(|iie  en  partie 
par  la  difficulté  du  sujet  :  Il  est  très  pénible  en  effet,  de  faire 
l'observation  des  cellules  vivantes  ou  des  cellules  colorées  vita- 
lement  parce  que  l'examen  ne  peut  être  que  de  courte  durée 
et  parce  qu'il  est  nécessaire  de  se  mettre  à  l'abri  des  causes 
d'altération  qui  peuvent  venir  fausser  les  résultats. 

On  peut  citer  parmi  les  plus  marquants  des  mémoires  consa- 
crés aux  recherches  vitales  chez  les  animaux  ;  les  travaux  de 
MM.  Arnold  (1900),  Michaelis,  Laguesse  (1912),  Fauré  Frémiet 
(1908)  Laguesse  et  Dcbeyre  (1912).  Parmi  les  plus  récents  ceux 
(le  Cowdry,  Levi  et  des  Lewiss  (1915)  tiennent  une  place 
importante. 

On  trouve  dans  un  article  très  documenté  de  M.  de  Beau- 
champ,  paru  dans  l'Année  biologique  en  1908,  une  mise  au 
point  très  claire  de  la  question  des  colorations  vitales  et  un 
exposé  des  résultats  obtenus  par  les  auteurs.  On  y  apprend  que 
ces  derniers  ont  réussi  à  colorer  vitalement  les  éléments  cellu- 
laires les  plus  différents,  noyau,  substances  de  réserve,  goutte- 
lettes graisseuses,  produits  de  dégénérescence,  vacuoles,  mito- 
chondries  et  même  le  cytoplasme. 

On  n'a  donc  jamais  reconnu  dans  la  celkde  animale  que  les 
éléments  qui  se  coloraient  vitalement,  appartenaient  à  une 
même  formation  cellulaire.  Une  simple  remarque  peut  être 
faite,  c'est  que  les  auteurs  sont  d'accord  en  général  pour 
reconnaître,  que  ce  sont  les  éléments  les  moins  vivants  si  l'on 
peut  dire  de  la  cellule,  qui  se  colorent  :  telles  sont  les  inclu- 
sions de  diverse  nature,  les  vacuoles,  les  produits  de  dégéné- 
rescence ;  mais  d'autre  part  on  a  signalé  la  coloration  vitale 
d'éléments  qui  passent  pour  être  éminemment  vivants  tels  que 
le  noyau,  les  mitochondries  et  môme  les  chromosomes. 

Plusieurs  travaux  chez  les  animaux  signalent  la  coloration 
vitale  des  mitochondries  par  des  colorants  tels  (jue  le  violet 
dahlia,  le  violet  de  méthyle,  le  vert  Janus.  Il  s'agit  de  savoir 
si  les  éléments  qui  ont  été  colorés  ainsi  sont  toujours  compara- 
bles, c'est  pourquoi  une  discussion  des  résultats  est  nécessaire. 
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M.  Michaelis,  en  1900,  l'ait  des  expériences  de  coloration 
vitale  qui  l'ont  suite  à  celles  d'Eilicli  et  de  Galeotti.  Il  colore 
vitalement  des  granules  nombreux  dans  les  cellules  du  foie  de 
la  souris,  au  moyen  de  rouge  neutre  et  de  bleu  de  méthylène. 
Dans  les  glandes  salivaires  de  mammifères,  il  colore  souvent  de 
cette  façon  des  granules  et  des  filaments.  Dans  le  pancréas  de 
la  grenouille,  il  met  en  évidence  aussi  de  beaux  et  gros  fila- 
ments :  à  ce  sujet,  il  parle  de  «  scliôner  Bild  »,  mais  il  ne  cache 
pas  que  la  méthode  est  difficile  à  manier  et  qu'elle  donne  des 
résultats  inconstants.  Il  a  employé  aussi  le  vert  Janus  qui 
colore  plutôt  les  filaments  tandis  que  le  rouge  neutre  colore 
les  grains  de  sécrétion. 

MM.  Laguesse  et  Debeyre  (1912)  et  Laguesse  (1912)  em- 
ploient comme  l'avait  fait  précédemment  M.  Michaelis,  le 
vert  Janus  au  1/80.000  dans  l'eau  salée  à  9  p.  mille.  Ils  l'expé- 
rimentent sur  divers  tissus  vivants.  Ils  colorent  ainsi  dans  la 
cellule  vivante  de  petits  éléments  ronds  ou  filamenteux,  qui 
sont  d'après  eux  exactement  superposables  à  ceux  que  l'on 
colore  après  fixation  par  les  méthodes  de  Benda  et  de  Meves. 
Ils  en  tirent  la  conclusion  que  la  coloration  vitale  au  vert  Janus 
est  spécifique  du  chondriome  et  ils  y  voient  une  indication  au 
sujet  du  rôle  d'éclectosomes,  au  sens  de  Regaud  qu'on  attribue 
aux  mitochondries. 

MM.  Lewis  plus  récemment  ont  fait  des  colorations  très 
intéressantes  sur  des  tissus  d'embryons  de  poulet.  Ils  colorent 
au  moyen  de  vert  Janus  des  éléments  mitochondriaux  très 
allongés  en  forme  de  chondriocontcs.  Ils  constatent  des  varia- 
tions de  forme  très  nombreuses  et  rapides  de  ces  corps  à  tel 
point  qu'un  dessin  n'en  était  pas  possible,  des  changements 
importants  se  produisant  dans  l'espace  d'une  minute.  Les 
chondriocontcs  peuvent  aussi  se  réunir  ensemble  en  un  réseau. 

A  côté  des  mitochondries,  MM.  Lcwiss  distinguent  dans  le 
cytoplasme  des  granules,  des  vacuoles,  des  globules  de  graisse, 
un  appareil  canaliculaire. 

Les  globules  de  graisse  ne  se  colorent  pas  vitalement  ;  au 
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contraire  les  petites  vacuoles  fixent  électivement  le  bleu  de  Nil 
et  le  bleu  de  crésyl.  Elle  contiennent  de  petits  granules  animés 
de  mouvements  browniens  qui  peuvent  apparaître  au  bout 
de  quelques  minutes  dans  une  vacuole  primitivement  homo- 
gène. 

Il  n'y  a  aucune  relation  d'après  l'auteur  entre  les  mito- 
chondries  et  les  vacuoles,  bien  que  certains  aspects  puissent 
faire  penser  à  une  élaboration  do  vacuoles  par  inie  mitochon- 
drie,  lorsque  les  deux  éléments  viennent  au  contact  par  suite 
de  leurs  déplacements  au  sein  du  cytoplasme. 

Les  recherches  de  M.  Levi  (1915)  ont  été  poursuivies  sur  les 
mêmes  objets  et  confirment  les  résultats  des  Lewiss. 

On  voit  que  les  travaux  les  plus  récents  sur  les  colorations 
vitales  chez  les  animaux  indiquent  une  différence  d'action 
suivant  le  colorant  employé.  11  paraît  certain  que  l'on  a  coloré 
comme  chez  les  végétaux  de  vraies  vacuoles  (Lewiss)  au  moyen 
de  bleu  de  Nil  et  de  bleu  de  crésyl,  dans  d'autres  cas  on  a  coloré 
par  le  vert  Janus  des  granules  et  des  filaments  (|ui  sont  plutôt 
assimilables  aux  microsomes  et  aux  plastes  de  la  cellule  végé- 
tale (Laguesse). 

Un  moyen  d'apporter  de  la  clarté  dans  ces  difficiles  pro- 
blèmes consiste  à  étudier  l'effet  de  ces  colorants  dans  la  cel- 
lule végétale  où  la  distinction  des  systèmes  d'éléments  est 
plus  facile. 

Bien  peu  de  travaux  ont  été  faits  dans  cette  intention. 
Nous  allons  cependant  passer  en  revue  les  recherches  sur  les 
colorations  vitales  chez  les  végétaux. 

B.    —  CuIoviitioiiN   vitalcM  chez  lew  végôlaux 

Pfeffer  a  publié,  en  1886,  un  important  mémoire  sur  l'in- 
troduction des  couleurs  d'aniline  dans  les  cellules  vivantes.  Il 
déclare  lui-même  qu'il  est  le  premier  auteur  ayant  réussi  à 
obtenir  la  pénétration  de  substances  colorantes  à  l'intérieur 
des  tissus  végétaux  vivants.  Il  a  employé  un  grand  nombre  de 
produits  colorés  dans  les  essais  qu'il  a  entrepris,   mais   il  a 
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donné  la  préférence  au  bleu  de  méthylène.  Il  n'a  utilisé  ni  le 
rouge  neutre  ni  le  bleu  de  crésyl.  Bien  qu'il  ait  effectué  un 
grand  nombre  de  colorations  vitales  des  vacuoles  et  qu'il  ait 
expérimenté  sur  des  plantes  très  variées,  il  n'a  mis  en  évidence 
aucune  particularité  morphologique  remarquable  des  vacuo- 
les. En  particulier,  il  n'a  pas  décelé  les  formes  vacuolaires 
spéciales  des  cellules  de  méristémes. 

Il  a  vu  que  certains  colorants  ne  pénétraient  pas  dans  la 
vacuole,  mais  s'accumulaient  dans  le  cytoplasme,  tel  est  le 
cas  du  violet  de  méthylène  et,  dans  cette  circonstance,  le  colo- 
rant est  fixé  par  de  petites  granulations  cellulaires. 

Il  a  remarqué  que  tantôt  les  vacuoles  se  coloraient  d'une 
façon  homogène,  tantôt  leur  contenu  se  précipitait  sous  forme 
de  granulations  colorées.  La  présence  de  composés  tanniques 
serait  la  cause,  d'après  lui,  de  la  fixation  du  bleu  de  méthylène, 
et  de  sa  précipitation  au  sein  des  vacuoles  dans  la  plupart  des 
cas.  Enfin,  il  a  montré  que  la  possibilité  de  fixer  un  colorant 
est  lié  à  la  vitalité  de  la  cellule.  Dès  que  celle-ci  meurt,  le  colo- 
rant abandonne  la  vacuole  et  c'est  au  tour  du  noyau  de  se 
colorer. 

Des  essais  qu'il  a  entrepris  lui  ont  montré  que  la  cellule 
peut  extraire  un  colorant  dune  solution  extrêmement  faible, 
au  cent  millième  ou  au  millionème,  et  l'accumuler  à  l'inté- 
rieur de   la  vacuole  (pouvoir  d'accumulation   élective). 

Depuis  les  recherches  de  M.  Pfeffer,  le  domaine  des  colora- 
tions vitales  chez  les  végétaux  est  demeuré  à  peu  près  inexploré 
jusqu'aux  travaux  de  M.  P.  A.  Dangeard.  On  doit  mentionner 
toutefois  l'emploi  fait  par  Lauterborn,  du  rouge  neutre  pour 
colorer  les  vacuoles  des  Levures;  plus  tard,  M.  Guilliermond 
signale  les  mêmes  faits  ;  M.  NicoIIe  colore  les  grains  de  méta- 
chromatine  chez  les  Bactéries.  Enfin,  MM.  Beauverie  et  Guil- 
liermond donnent  quelques  brèves  descriptions  de  grains  d'a- 
leurone  colorés  vitalement  (Graminées,  Ricin). 

En  1916,  sont  publiées  les  recherches  de  M.  P.  A.  Dangeard 
sur  la  coloration  vitale  des  vacuoles.  L'auteur  emploie  surtout 
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le  bleu  de  crésyl,  le  bleu  de  méthylène  et  le  vert  Janus.  En 
étudiant  de  jeunes  organes  des  bourgeons,  M.  Dangeard  nnon- 
tre  que  les  vacuoles  dans  les  méristémes  de  nombreuse  plan- 
tes, sont  à  l'état  de  granules,  de  filaments  ou  de  réseaux,  qui 
fixent  les  colorants  vitaux  avec  intensité.  Ces  éléments  ressem- 
blent parfois  à  s'y  méprendre  à  un  chondriome,  mais  M.  Dan- 
geard  assiste  à  leur  transformation  en  vacuoles  et  il  les  rattache 
sans  doute  possible  au  système  vacuolaire. 

Ainsi,  M.  P.  A.  Dangeard,  par  la  méthode  des  colorations 
vitales,  découvre  des  états  encore  ignorés  de  l'appareil  vacuo- 
laire dans  les  plantes. 

Au  moment  où  nous  avons  fait  nos  premières  recherches 
sur  les  colorations  vitales  chez  les  végétaux,  nous  avons  em- 
ployé le  bleu  de  crésyl  et  le  rouge  neutre  d'une  manière  exclu- 
sive. Cela  s'expli(jue,  car  ce  sont  certainement  les  deux  meil- 
leurs colorants  vitaux  du  vacuome.  Le  premier  de  ces  colo- 
rants qui  a  servi  principalement  pour  les  belles  découvertes 
de  M.  P.  A.  Dangeard  a  le  mérite  d'une  carrière  déjà  fructueuse 
en  cytologie  végétale  :  il  a  en  outre  l'avantage  de  donner  des 
images  très  visibles  au  microscope.  Nous  avons  emprunté  le 
second  aux  zoologistes  chez  lesquels  il  est  d'un  usage  courant. 
Le  rouge  neutre  s'est  révélé  dans  quekjues  cas  supérieur  au  bleu 
de  crésyl  et  il  a  facilité  ainsi  beaucoup  nos  recherches.  Il  fut 
mis  aussi  à  contribution  à  peu  près  à  la  même  date  chez  les 
Phanérogames  par  M.  Guilliermond  qui  a  publié  quelques 
observations  isolées  dans  le  domaine  des  colorations  vitales  à 
la  suite  de  celles  de  M.  P.  A.  Dangeard. 

M.  Guilliermond  ajoute  peu  de  chose  aux  observations  vitales 
de  M.  Dangeard  sur  le  vacuome  ;  il  constate  comme  l'avait 
fait  ce  dernier  que  les  vacuoles  ont  la  propriété  de  fixer  la  plu- 
part des  colorants  vitaux  et  qu'elles  renferment  en  solulion 
colloïdale  une  substance  capable  de  se  précipilci-  en  coipus- 
cules  à  leur  intérieur. 

Il  ressort  de  cet  historique  que,  chez  les  animaux,  on  a  coloré 
des  éléments  très  variés  (produits  de  réserve,   de  dégénères- 
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cence,  \acuoles,  mitochondries,  etc.).  Chez  les  végétaux  on  a 
coloré  principalement  les  vacuoles  (MM.  Pfeffer,  P.  A.  Dan- 
geard  et  Pierre  Dangeard,  Guilliermond).  En  dehors  de  la 
coloration  de  l'appareil  vacuolaire,  on  ne  peut  signaler  chez 
les  végétaux  que  celle  des  granulations  du  cytoplasme  par 
Pfeffer  et  celle  des  mitochondries  des  Champignons  par 
M.  Guilliermond  au  moyen  de  violet  Dahlia.  Cette  dernière 
coloration  est  signalée  comme  étant  très  difficile  à  réaliser  et 
comme  très  imparfaite. 

Par  conséquent,  chez  les  végétaux,  le  système  vacuolaire  a 
presque  le  privilège  des  colorations  vitales.  C'est  pourquoi  la 
question  se  pose  de  savoir  s'il  existe  une  spécificité  d'action  de 
certains  colorants  vitaux. 

Chez  les  végétaux,  des  colorants  tels  que  le  rouge  neutre, 
le  bleu  de  crésyl,  le  bleu  de  méthylène  se  fixent  dans  l'im- 
mense majorité  des  cas  sur  les  éléments  du  vacuome.  On  peut 
donc  les  dire  colorants  vitaux  vaciiolaires  ;  on  pourrait  joindre 
à  eux  le  bleu  de  Nil  et  le  bleu  de  toluidine  qui  donnent  des 
résultats  moins  parfaits. 

D'autres,  comme  le  violet  Dahlia,  le  violet  de  méthyle,  colo- 
rent dans  certains  cas  les  vacuoles,  dans  d'autres  cas  des  granu- 
lations du  cytoplasme  (microsomes  pour  Pfeffer,  mitochon- 
dries pour  M.  Guillermond). 

Le  vert  Janus  colore  les  vacuoles  des  Géraniacées  d'après 
M.  P. -A.  Dangeard  ;  il  colorerait  les  mitochondries  d'une  ma- 
nière spécifique  chez  les  animaux  (Laguesse,   Cowdry). 

C.    —  Recherehessi  por«!tonuelles 

En  ce  qui  concerne  d'abord  les  colorants  vitaux  vacuolaires, 
(bleu  de  méthylène,  bleu  de  crésyl,  rouge  neutre,  etc.),  nous 
avons  vérifié  qu'ils  se  fixent  toujours  sur  l'appareil  vacuo- 
laire, quelles  que  soient  les  substances  renfermées  dans  cet 
appareil,  en  particulier  qu'il  renferme  ou  non  des  composés 
phénoliques. 

C'est  là  un  phénomène  très  remarquable  qui  laisse  à  penser 
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qu'il  existe  une  substance  particulière  dans  le  système  vacuo- 
laire,  présente  à  tous  les  états  de  l'évolution  et  (pii  est  capable 
de  fixer  les  colorants  vitaux  (en  formant  sans  doute  avec  eux 
une  combinaison).  Cette  substance  est  très  probablement  de 
nature  protéïcjue  et  elle  a  été  désignée  par  M.  P. -A.  Dangeard 
sous  le  nom  de  métacbromatine. 

En  se  reportant  à  nos  travaux  exposés  précédemment,  on 
verra  que  le  très  grand  nombre  de  cas  étudiés  permet  d'établir, 
que  ces  colorants  vitaux  donnent  une  coloration  spécifique  du 
vacuome  la  plupart  du  temps  et  que  toutes  les  vacuoles  végé- 
tales sont  capables  de  fixer  ces  colorants. 

Cependant,  nous  devons  maintenant  examiner  quelques 
exemples  qui  montrent  une  exception  à  la  règle  générale,  ce 
qui  prouve  cjue  la  spécificité  énoncée  plus  haut  n'est  pas 
absolue. 

Nous  étudierons  successivement  : 
1'^.  —  Des  cas  de  colorations  vitales  du  noyau, 
2".  —  Des  colorations  vitales  de  vacuoles  par  des  colorants 
non  spécificjues  du  vacuome  (violet  dahlia,  violet  de  méthyle, 
vert  Janus), 

3°.  —  Des  colorations  vitales  des  microsomes  par  le  violet 
dahlia,  le  violet  méthyle  et  le  vert  Janus. 

1°.  Coloration  du  noyAu. 

a)  Cas  de  coloration  vitale  des  chromosomes  du  noyau,  an 
moyen  du  rouge  neutre.  —  11  s'agit  d'expériences  do  colora- 
tions  vitales  réalisées  dans  h^s  grains  de  pollen  du  Cinqko 
biloha  au  moment  où  se  produisent  les  divisions  de  maturation. 

Le  pollen,  au  début  du  mois  d'avril,  subit  les  deux  divisions 
réductrices.  Ces  deux  mitoses  se  succèden't  rapidement  et  le 
cloisonnement  qui  intervient  poui-  donner  les  tétrades,  ne  se 
produit  fju'une  fois  les  deux  thvisions  nucléaires  achevées. 

Lorsque  par  consécpieut,  ou  cherche  à  observer  vitalement 
du  pollen  de  Gingko  au  début  d'avril,  on  trouve  dans  les  pré- 
parations, soit  des  diades,  soit  des  tétrades  en  nombre  élevé.  Il 
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suffit  pour  cela  d'écraser  avec  précaution  un  sac  pollinique  et 
de  l'examiner  immédiatement  après,  dans  une  goutte  de  solu- 
tion  de  glucose  à  2,5  0/0   colorée  légèrement   au   moyen   de 

rouge  neutre. 

Nous  avons  constaté  dans  ces  conditions  que  les  noyaux  en 
division  se  colorent  vitalement  ;  ce  sont  les  chromosomes  qui 
fixent  le  rouge  neutre,  ce  qui  permet  de  les  observer  à  des 
stades  divers  de  la  division  :  la  teinte  prise  est  rouge  orangé  ou 
brique.  On  sait  que  le  nombre  des  chromosomes  chez  le  Gmgko 
est  de  12,  ce  qui  correspond  sensiblement  aux  résultats  de 
l'observation  vitale  (fig.  15  et  10,  pJ.  IX). 

Il  s'agit  là  d'une  coloration  vitale,  car  le  reste  de  la  cellule 
ne  prend  aucune  coloration,  du  moins  au  début  de  l'observa- 
tion, tandis  que  les  chromosomes  sont  intensément  colorés. 
Plus  tard,  le  cytoplasme  peut  prendre  une  légère  teinte  rose 
diffuse. 

Le  grain  de  pollen  ne  paraît  pas  souffrir  du  traitement 
auquel  il  est  soumis  pendant  les  quelques  minutes  de  l'examen 
au  microscope  :  son  cytoplasme  présente  une  apparence  homo- 
gène, sans  trace  de  vacuoles  discernables,  mais  il  contient  des 
granules  nombreux,  dont  les  plus  gros  un  peu  anguleux  et 
réfringents,   correspondent  à  des  plastes  porteurs  d'amidon. 

b)  Coloration  vitale  des  noyaux  au  repos  par  le  violet  dahlia 
et  le  violet  de  méthyle.  —  Nous  avons  employé  le  violet  dahlia 
sur  des  objets  que  nous  connaissions  déjà  ;  d'abord  sur  l'al- 
bumen de  Ricin.  11  s'est  comporté  comme  un  bon  colorant 
vital  et  il  a  pénétré  dans  les  cellules,  donnant  au  bout  de  quel- 
ques heures  une  belle  teinte  bleue  à  la  couche  externe  de 
l'albumen. 

Par  contre,  l'observation  microscopique  des  cellules  péri- 
phériques de  l'albumen,  nous  a  montré  que  les  noyaux  étaient 
les  seuls  éléments  colorés  de  la  cellule  et  que  c'était  à  eux  que 
l'albumen  devait  sa  coloration  d'ensemble. 

Malgré  cette  coloration  des  noyaux,  les  cellules  paraissaient 
vivantes  ;  aussi  nous  avons  essayé  d'en  avoir  la  preuve,  autre- 
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ment  que  par  la  seule  impression  de  bon  état  qu'elles  nous 
donnaient.  Nous  avons  pour  cela  tenté  de  superposer  à  la  colo- 
ration précédente  une  deuxième,  en  employant  cette  fois  le 
rouge  neure. 

L'expérience  a  parfaitement  réussi,  et  nous  avons  obtenu 
de  doubles  colorations  très  nettes,  de  cellules  dont  le  noyau 
se  trouvait  teint  en  violet  et  les  vacuoles  en  orangé.  Cette  double 
coloration  n'est  pas  restée  stable,  car  au  bout  de  quelques 
minutes  les  noyaux  se  sont  complètement  décolorés,  le  violet 
dablia  émigrant  dans  les  cellules  profondes,  quant  aux  va- 
cuoles elles  sont  demeurées  colorées  par  le  rouge  neutre. 

(]ette  expérience  prouve  selon  nous  que  la  coloration  du 
noyau  peut  être  réalisée  dans  la  cellule  vivante.  En  effet,  lors- 
que la  coloration  au  rouge  neutre  du  vacuome  est  possible, 
on  peut  affirmer  que  la  cellule  n'est  pas  morte,  par  conséquent 
les  cellules  d'albumen  de  Ricin  dont  le  noyau  est  coloré  par  le 
violet  dahlia  étant  capables  de  fixer  en  surplus  le  rouge  neutre 
sur  leur  vacuome,  il  en  résulte  qu'elles  sont  encore  vivantes. 

Nous  avons  opéré  à  une  autre  reprise  sur  un  albumen  de 
Ricin  germé,  au  stade  où  la  racine  pointe  en  dehors  de  la 
graine.  Le  violet  dahlia  en  solution  à  1/40000  est  resté  quinze 
heures  en  contact  avec  l'albumen  qui  a  pris  une  coloration 
bleu  intense.  Nous  avons  constaté  que  les  noyaux  de  la  couche 
périphérique  étaient  colorés  en  bleu  violet,  mais  les  cellules 
n'étaient  pas  mortes  comme  nous  l'avons  vérifié  en  employant 
le  rouge  neutre  de  la  même  façon  que  précédemment. 

Un  essai  sur  une  très  jeune  plantule  de  Pin  maritime  pro- 
venant d'une  graine  à  coque  non  éclatée  nous  a  permis  de 
confirmer  les  résidtats  précédents.  La  planlulc,  immergée 
dans  une  solution  de  violet  dahlia  au  1/40000,  prend  une 
teinte  violet  pâle  au  bout  de  quelques  heures. 

L'observation  au  microscope  montre  que  les  noyaux  de 
l'épiderme  des  cotylédons  sont  bien  colorés  en  violet  bleu, 
tandis  que  le  reste  de  la  cellule  ne  présente  qu'une  légère 
coloration  diffuse.  Nous  avons  employé  ensuite  le  rouge  neutre 
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qui  a  donné  une  double  coloration  très  nette,  les  noyaux  res- 
tant colorés  en  bleu  et  les  vacuoles  prenant  avec  le  rouge 
neutre  une  teinte  orangée. 

Le  violet  de  méthyle  employé  au  lieu  de  violet  dablia,  s'est 
comporté  exactement  de  même. 

Il  est  possible  de  conclure  de  ces  faits  que  la  coloration 
vitale  du  noyau  est  réalisable  au  moyen  de  certains  colorants, 
tels  que  le  violet  dahlia  et  le  violet  de  méthyle,  dans  des  cel- 
lules dont  l'activité  vitale  est  ralentie  (graines).  Le  noyau  dans 
ces  conditions  se  colore  d'une  façon  homogène  et  sans  qu'au- 
cune différenciation  soit  visible  à  son  intérieur. 

2°  Colorations  des  vacuoles  par  le  violet  dalhia, 

LE  VIOLET  DE  METHYLE,   LE  VERT  JaNUS. 

Dans  de  nombreuses  circonstances,  les  colorants  précédents 
se  sont  comportés  comme  des  colorants  vitaux  vacuolaires  et 
par  conséquent  ont  agi  à  la  manière  du  bleu  de  crésyl  et  du 
rouge  neutre.  A  côté  de  ces  deux  colorants,  on  peut  placer 
comme  colorant  vital  vacuolaire  le  bleu  de  Nil,  le  bleu  de 
toluidine  et  le  bleu  de  méthylène. 

Ainsi,  le  violet  dahlia  et  le  violet  de  méthyle,  ont  été  essayés 
sur  de  jeunes  feuilles  entières  de  Taxus  baccata  (fm  d'avril). 
Le  séjour  dans  le  colorant  a  été  prolongé  vingt-quatre  heures 
et  nous  avons  remarqué  qu'il  y  avait  eu  seulement  pénétra- 
tion du  colorant  par  la  base  coupée  de  la  feuille.  Beaucoup 
de  cellules  à  l'emplacement  de  la  pénétration  du  colorant 
sont  mortes  ;  dans  quelques-unes  pourtant,  il  y  a  eu  coloration 
des  vacuoles  en  violet  et  la  teinte  prise  est  à  peu  près  iden- 
tique, qu'il  s'agisse  du  violet  dahlia  ou  du  violet  de  méthyle. 
Les  vacuoles  colorées  appartenaient  à  des  cellules  tannifères 
et  nous  n'avons  pas  pu  réaliser  la  coloration  vitale  des  cel- 
lules embryonnaires.  Les  cellules  embryonnaires  sont  d'ail- 
leurs toujours  plus  difficiles  à  colorer  vitalement  que  les  cel- 
lules tannifères,  même  avec  le  rouge  neutre  et  le  bleu  de 
crésyl  (fig.  15,  pi.  /). 
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Cette  expérience  montre  que  le  violet  dahlia  et  le  violet  de 
mélhyle  sont  susceptibles  de  se  comporter-  comme  des  colo- 
rants vitaux  vacuolaires  ;  mais  que  leur  action  est  difficile 
à  obtenir  et  leurs  résultats  incomplets  (en  effet  s'il  s'était  agi 
de  rouge  neutre  dans  les  mêmes  conditions,  la  coloration  vitale 
se  serait  faite  en  quelques  heures  et  n'aurait  pas  porté  uni- 
quement sur  les  vacuoles  tanniières). 

Ce  cas  de  coloration  vitale  est  loin  d'être  isolé,  car  nous 
avons  obtenu  une  coloration  des  vacuoles  avec  le  violet  dahlia 
dans  de  nombreux  exemples  (jeunes  feuilles  d'Iris,  pîantules 
de  Conifères). 

Le  vert  Janus  a  coloré  vitalement  aussi,  les  vacuoles 
des  jeunes  feuilles  d'Abies,  mais  le  séjour  doit  être  prolongé 
(vingt-quatre  heures  et  plus)  et  le  colorant,  très  dilué.  La 
teinte  prise  est  rougeâtre  un  peu  violacée  et  n'a  lieu  que  dans 
les  cellules  tannifères,  comme  pour  les  précédents  colorants. 

8°   Coloration  vitale  des  microsomes. 

l'n  autre  mode  de  fixation  de  ces  colorants  vitaux  est  plus 
remarquable  que  le  précédent  ;  il  s'agit  de  la  coloration  élec- 
tive, dans  certains  cas,  de  très  petits  éléments  granuleux  que 
nous  croyons  devoir  rattacher  au  sphérome  (microsomes  de 
M.  P. -A.  Dangeard). 

Laissons  séjourner  en  effet  quelques  heures  dans  une  solu- 
tion faible  de  violet  dahlia  de  jeunes  feuilles  d'Abies  du  mois 
d'août,  ou  bien  même  le  sommet  du  point  végétatif.  On  cons- 
tate au  bout  de  (jueîque  temps  (trois  ou  quatre  heures),  que 
le  colorant  pénètre  par  les  endroits  lésés  et  donne  aux  tissus 
une  teinte  violet  pâle.  Si  nous  examinons  une  portion  de  la 
zone  dans  laquelle  s'est  introduit  le  colorant,  nous  voyons  que 
de  nombreuses  cellules  épidermiques  contiennent  de  très 
petits  grains  colorés  en  violet.  Il  s'agit  certainement  là  d'une 
coloration  vitale  car  le  noyau  et  les  plastes  sont  restés  com- 
plètement  incolores. 

Les  petits  éléments  colorés  en  violet  sont  de  forme  arrondie 
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en  général,  mais  il  existe  aussi  des  apparences  de  très  petits 
bâtonnets  :  ils  sont  très  nombreux  et  paraissent  atteindre  le 
chiffre  d'une  centaine  par  cellule.  Ils  sont  très  distincts  des 
plastes,  lesquels  sont  beaucoup  plus  gros,  ovoïdes,  réfrin- 
gents et  sont  demeurés  complètement  incolores.  Par  l'en- 
semble de  leurs  caractères,  nous  croyons  donc  que  les  petits 
éléments  colorés  vitalement  par  le  violet  dahlia  sont  des  mi- 
crosomes  (sphérosomes).  Les  très  petits  bâtonnets  qu'on 
observe  et  qui  ne  se  voient  pas  sur  le  vivant,  seraient  dus  à 
des  déiormations  des  éléments  primitivement  sphériques. 

Elle  s'observe  chez  Abies,  non  seulement  avec  le  violet 
dahlia,  mais  encore  avec  le  violet  de  méthyle.  Si  l'on  emploie 
une  solution  faible  de  vert  Janus,  on  réussit  à  colorer  les 
mêmes  éléments  microsomiques,  en  vert.  Ces  microsomes 
peuvent  être  colorés  vitalement  aussi  bien  dans  les  cellules 
embryonnaires  dont  le  vacuome  n'est  pas  réfringent  (fig.  19, 
pi.  I)  que  dans  les  cellules  tannifères  à  vacuome  volumineux 
et  très  distinct  :  dans  ce  dernier  cas,  il  est  possible  d'observer 
des  cellules  montrant  une  double  coloration,  les  microsomes 
étant  Acrts  et  les  vacuoles  rosées  (coloration  au  vert  Janus 
seul)  (fig.  18,  />/.  7).  . 

Dans  cette  dernière  circonstance,  il  y  a  donc  avec  un  même 
colorant,  coloration  métachromatique  des  vacr.oles  (rose)  et 
coloration  non  métachromatique  des  microsomes  (verte) 
dans  une  même  cellule  au  moyen  du  vert  Janus.  Je  ne  sais 
si  le  nom  de  ce  colorant  est  dû  à  cette  propriété  de  virage  de 
teinte  qui  en  fait  un  colorant  à  double  face,  ce  qui  est  certain 
c'est  que  l'on  peut  ainsi  mettre  en  évidence  deux  système*» 
d'éléments  de  la  cellule  vivante  et  les  distinguer  par  leurs 
propriétés  chromatiques  différentes. 

Nous  avons  encore  réussi  à  colorer  les  microsomes  dans 
les  objets  suivants   : 

Chez  un  Iris  (fig.  17,  j)l.  7),  les  très  jeunes  feuiles  dont  la 
longueur  ne  dépasse  pas  cinq  millimètres,  peuvent  être  colo- 
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rées  par  un  séjour  dune  heure  dans  une  solution  diluée  de 
violet  de  méthyle.  Nous  avons  mis  ainsi  en  évidence,  à  l'inté- 
rieur du  cytoplasme  des  cellules  épidermiques,  une  quantité 
de  petits  granules  colorés  vitalement  en  violet;  il  en  existe  une 
cinquantaine  par  cellule.  Ce  sont  évidemment  des  micro- 
somes,  bien  (pie  dans  les  très  jeunes  cellules  dont  il  s'agit, 
la  distinction  d'avec  les  plastes  ne  soit  pas  toujours  nette  dans 
luie  préparation   vitale. 

Au  contraire  chez  le  Gingho  biloba,  nous  avons  obtenu  des 
colorations  analogues  aux  précédentes,  mais  comme  elles  se 
sont  produites  dans  des  cellules  où  la  distinction  des  sys- 
tèmes d'éléments  est  facile,  in  viiio,  nous  avons  eu  la  certitude 
que  notre  interprétation  sur  la  coloration  vitale  des  micro- 
somes  était  exacte. 

Il  s'agissait  d'une  plantule  âgée  de  Gingho  biloba  dont  la 
tigelle  avait  environ  trois  centimètres  de  longueur  ;  les  coty- 
lédons à  ce  moment  sont  encore  engagés  à  l'intérieur  de  l'en- 
dosperme  et  ils  ont  encore  certainement  ime  fonction  absor- 
bante au  contact  des  réserves. 

En  plaçant  ces  cotylédons  entiers  dans  une  solution  de 
violet  dahlia,  on  observe  qu'ils  prennent  au  bout  de  quelque 
temps  une  teinte  violette  surtout  à  leur  extrémité.  Il  s'agit  là 
d'une  pénétration  du  colorant  à  l'intérieur  des  cellules  épider- 
miques vivantes. 

Celles-ci,  examinées  au  microscope,  montrent  un  vacuomc 
réfringent  en  réseau,  disposé  autour  du  noyau  arrondi 
ifig.  10,  /)/.  /).  Les  ])lastes  sont  également  très  distincts,  allon- 
gés et  réfringents.  En  dehors  du  vacuome  et  du  plastidorne, 
qui  ne  sont  nullement  colorés,  il  y  a  dans  le  cytoplasme  des 
cellules  de  peties  granulations  assez  nombreuses  colorées  élec- 
tivement  en  violet.  Il  s'agit  là  certainement  des  microsomes 
qui  ont  fixé  le  violet  dahlia  (fig.  10,  pi.  I). 

Dans  l'orge,  nous  avons  coloré  de  la  même  façon  des  mi- 
crosomes dans  l 'épidémie  des  jeunes  feuilles  (plantules  très 
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jeunes  ayant  24  heures  de  germination  à  22°),  au  moyen  de 
violet  dahlia. 

Chez  Pinus  maritima,  dans  l'épiderme  des  cotylédons  d'une 
plantuîe  très  jeune,  on  peut  obtenir  de  même  une  coloration 
de  très  petits  éléments  distincts  du  vacuome  et  de  gouttelettes 
d'huile  au  moyen  de  violet  dahlia. 

Ces  petits  éléments  doivent  correspondre  aux  mîcrosomes 
bien  qu'il  soit  évidemment  difficile  dans  ces  cellules  de  Pin, 
d'affirmer  que  les  plastes  ne  sont  pas  colorés  eux  aussi.  Ce- 
pendant, si  nous  nous  reportons  aux  figures  que  nous  avons 
données  de  ces  cellules  vivantes  (fig.  1,  pi.  III)  nous  voyons 
qu'il  n'a  été  figuré  au  dehors  du  noyau  que  deux  sortes  d'élé- 
ments inclus  dans  le  cytoplasme  :  î'aîeurone,  c'est-à-dire  le 
vacuome  et  les  gouttelettes  d'huile.  En  réalité,  il  est  possible 
de  voir,  mais  avec  une  certaine  difficulté,  en  dehors  du  va- 
cuome et  de  î 'huile  de  petites  granulations  du  cytoplasme  qui 
correspondent  soit  à  des  microsomes,  soit  à  des  plastes. 

Sur  les  préparations  fixées  par  la  méthode  de  Regaud,  nous 
les  avons  toujours  indiquées  sur  les  trabécules  du  cytoplasme. 
Il  est  absolument  certain  que  les  colorations  vitales  au  violet 
dahlia  portent  sur  une  partie  de  ces  granules  et  d'après  ce 
que  nous  avons  vu  chez  Gingko  où  les  plastes  ne  sont  pas 
teintés  par  le  diahîa,  il  faut  conclure  que  ce  sont  les  micro- 
somes seuls  et  non  les  plastes  qui  fixent  le  colorant  vital  chez 
Pinus  maritima. 


DISCUSSION  ET  RÉSUMÉ  DES  PRINCIPAUX  RÉSULTATS 


Lors(iirori  jette  an  coup  d'oeil  d'ensemble  sur  les  princi- 
paux résultats  relatés  précédemment,  on  est  amené  à  des 
considérations  d'ordre  général  qui  vont  être  exposées  main- 
tenant. Les  unes,  les  plus  importantes,  se  rapportent  à  l'ap- 
pareil vacuolaire  ou  vacuome,  les  autres  aux  constituants 
cytoplasmiques   et   aux  colorants  vitaux. 

ART.  I.  —  VACUOME. 

L'évolution  vacuolaire  a  été  décrite  dans  les  méristèmes  des 
Gymnospermes  où  elle  était  inconnue  jusqu'alors. 

Toutes  les  cellules  embryonnaires,  même  les  plus  jeunes, 
renferment  un  vacuome  colorable  vitalement  par  les  teintures 
vitales  vacuolaires  (rouge  neutre,  bleu  de  crésyl,  bleu  de  mé- 
thylène,  bîeu  de  Nil,  etc.). 

La  forme  de  cet  appareil  est  très  variable,  car  elle  change 
constamment  sous  l'influence  des  mouvements  cytoplas- 
miques qui  sont  ainsi  révélés  dans  les  cellules  les  plus  jeunes. 
Ce  genre  de  déplacement  paraît  être  différent  du  mouvement 
habituel  décrit  dans  les  cellules  adultes  et  qui  comporte  une 
circulation  des  microsomes  ou  des  nlastes. 

i. 

Lorsque  la  substance  vacuolaire  est  demi-fluide,  elle  peut 
s'étirer  comme  une  masse  qui  serait  ductile  et  malléable  et 
prendre  par  suite  des  pressions,  en  sens  divers  qu'elle  subit 
l'aspect  de  fdaments  et  de  réseaux. 

Lorsque  la  substance  du  vacuome  est  peu  abondante,  ce 
qui  est  souvent  le  cas  dans  ces  cellules  jeunes  à  cytoplasme 
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épais,   les    réseaux    vaciiolaires    peuvent    être    d'une    finesse 
extrême. 

L'épaisseur  de  ces  trabécules  vacuolaires  peut  ne  pas  dé- 
passer dans  certains  cas  une  fraction  de  [^  et  J'ai  noté  à  plu- 
sieurs reprises  qu'il  s'agissait  de  dimensions  voisines  des 
limites  de  la  visibilité.  On  ne  les  voit  nettement  que  parce 
qu'il  s'agit  de  filaments  colorés,  car  des  corps  colorés  qui 
auraient  dans  toutes  les  dimensions  l'épaisseur  de  ces  élé- 
m.ents  seraient  probablement  invisibles. 

B.  —  Sub»^taDceis  renfermées  dans  le   vaeuonie 

Les  substances  renfermées  dans  le  vacuome  sont  certaine- 
ment diverses.  Il  n'est  pas  possible  dans  l'état  actuel  de  la 
biochimie  de  donner  une  idée,  même  approchée  de  la  nature 
de  ces  substances  dans  la  plupart  des  cas. 

Qne.stion  de  la  niétacliroinatine 

L'idée  de  M.  P. -A.  Dangeard  d'après  laquelle  il  existerait 
dans  toutes  les  vacuoles  une  substance  fondamentale,  la  méta- 
chromatine,  est  d'un  très  haut  intérêt.  Plusieurs  de  nos  obser- 
vations sont  en  faveur  de  cette  hypothèse.  Le  fait  que  le 
vacuome  possède  toujours  un  pouvoir  électif  particulier  vis- 
à-vis  des  colorants  vitaux,  quelle  que  soit  la  plante  examinée 
et  quelle  que  soit  la  cellule  considérée  est  un  argument  puis- 
sant en  faveur  de  l'hypothèse  d'une  substance  ou  d'un  groupe 
de  substances  caractéristiques  du  vacuome. 

Le  fait  aussi  que  des  granules  protéiques  précipités  se 
colorent  parfois  d'une  manière  intense  dans  le  vacuome,  la 
présence  d'un  liseré  sidérophile  autour  des  boules  phéno- 
liques,  tout  cela  vient  à  l'appui  des  idées  Dangeardiennes. 

Plusieurs  circonstances  sont  même  de  nature  à  renforcer  la 
comparaison  qu'a  faite  M.  P. -A.  Dangeard  de  la  substance 
fondamentale  du  vacuome  des  Phanérogames  et  de  la  subs- 
tance connue  depuis  longtemps  chez  les  Protistes,  les  Cham- 
pignons et  les  Algues  sous  le  nom  de  métachromatine. 
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On  sait  que  M.  Guilliermond  et  ses  élèves  ont  toujours  pro- 
lesté contre  i.iie  assimilation  entre  la  métachromatine  des 
Champignons  et  la  protéine  contenue  dans  les  vacuoles  des 
Phanérogames.  On  doit  s'en  étonner  car  M.  Guilliermond  a 
été  un  des  premiers  à  reconnaître  dans  les  grains  d'aleuronc 
des  Graminées,  la  présence  d'une  substance  azotée  très  voi- 
sine de  la  métachromatine. 

Les  propriétés  principales  de  la  métachromatine  consistent 
dans  son  pouvoir  électif  et  la  grande  affinité  qu'elle  présente 
pour  les  colorants  vitaux.  Un  autre  caractère  est  la  coloration 
qu'elle  prend  en  coloration  vitale.  Cette  propriété  est  due  à 
la  réaction  alcaline  de  cette  substance  comme  nous  l'avons 
montré. 

M.  Guilliermond,  dans  ses  recherches  sur  les  vacuoles  des 
Phanérogames,  a  commencé  par  attribuer  leur  propriété  de 
fixer  les  colorants  aux  composés  phénoliques  qu'elles  ren- 
ferment. Pour  cet  auteur,  les  vacuoles  qui  étaient  dépourvues 
de  composés  phénoliques  ne  se  coloraient  pas  vitalement. 

Nos  observations  sont  venues  démontrer  que  cette  idée  était 
erronée.  Il  y  avait  là  une  survivance  d'une  ancienne  idée  de 
Pfeffer  qui  avait  montré  que  les  vacuoles  riches  en  tannin 
fixaient  particulièrement  bien  le  bleu  de  méthylène.  Il  est 
exact  que,  dans  un  tissu,  les  cellules  tannifères  fixent  parfois 
très  rapidement  le  bleu  de  méthylène  alors  que  les  éléments 
voisins  restent  incolores;  mais,  si  l'on  a  la  patience  d'attendre 
quelques  instants,  on  observe  bientôt  la  fixation  du  colorant 
dans  les  cellules  voisines  qui  sont  dépourvues  de  composés 
phénoliques. 

Cette  propriété  fixatrice  particulière  des  tannins  est  sur- 
tout sensible  avec  le  bleu  de  méthylène  ;  avec  le  rouge  neutre, 
ou  le  bleu  de  crésyl  au  contraire,  dans  une  plantule  de  Pin, 
la  coloration  vitale  se  fait  aussi  bien  et  aussi  vite  dans  les 
cellules  sans  tannin  des  cotylédons  que  dans  l 'épidémie  tan- 
nifère  de  l'hypocotyle. 

D'ailleurs,  dans  ce  travail,  il  est  facile  de  se  rendre  compte 
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que  le  vacuome  a  été  très  souvent  coloré  vitalement  et  sou- 
vent même  avec  grande  facilité  alors  qu'il  ne  renfermait  pas 
trace  de  composés  phénoliques  (cas  des  grains  d'aleurone, 
cas  des  vacuoles  des  cellules  embryonnaires). 

La  cause  est  donc  entendue  :  la  faculté  de  fixer  les  colorants 
vitaux  est  une  propriété  fondamentale  du  vacuome  qui  ne 
dépend  pas  des  substances  qui  peuvent  apparaître  au  cours 
de  l'évolution,   à  l'intérieur  de  cet  appareil. 

Or,  il  semble  satisfaisant  d'admettre  qu'un  phénomène  aussi 
général  que  celui-ci  a  pour  support  une  substance  parti- 
culière présente  en  toute  occasion  dans  l'appareil  vacuo- 
laire. 

Cette  substance  serait  précisément  la  métachromatine  et  il 
faudrait  comprendre  ce  corps,  non  pas  comme  une  entité 
chimique  particulière  bien  définie,  mais  comme  un  groupe- 
ment chimique  de  corps  ayant  un  ensemble  de  propriétés 
communes. 

On  admet  bien,  chez  les  Végétaux,  la  présence  d'une  classe 
chimique  très  répandue  constituée  par  les  composés  phéno- 
liques qui  peuvent  être  très  variés  et  comprendre  des  corps 
tels  que  le  fucosane  des  algues  et  les  divers  tannins  des  Pha- 
nérogames. Ces  éléments  appartiennent  pourtant  au  même 
groupement  parce  qu'ils  ont  un  ensemble  de  propriétés  com- 
munes résultant  de  la  présence  d'une  ou  plusieurs  fonctions 
phénoliques. 

Pourquoi  n'en  serait-il  pas  de  même  en  ce  qui  concerne  la 
métachromatine.  Dans  ce  cas,  il  s'agit  d'une  substance  pro- 
téique  certainement  très  complexe  de  sorte  que  les  particula- 
rités distinctives  dans  ce  domaine  ont  souvent  un  caractère 
empirique  ;  lorsque  M.  A.  Meyer  a  cru  définir  d'une  manière 
très  nette  la  métachromatine  des  Champignons,  il  n'a  fait  que 
donner  une  série  de  réactions  dont  la  valeur  intrinsèque  est 
discutable. 

Le  fait  que  ces  réactions  de  Meyer  ne  réunissent  pas  auprès 
des   substances   protéiques   vacuolaires   de   tous   les   végétaux 


ne    prouve    nullement,    selon     nous,    que     les    protéines     du 
vacuome  n'ont  pas  un  certain  nombre  de  traits  communs. 

Rappelons-nous  que  la  chromatine  du  noyau  n'est  pas  une 
substance  parfaitement  définie  chimiquement  et  que  cepen- 
dant, on  applifjiie  ce  nom  à  toutes  les  substances  i'ondnmcii- 
tales  des  noyaux.  Par  analo^^^ie,  le  nom  de  métacliromatine 
appliqué  comme  le  fait  M.  Dangeard  au  corps  protéiqiie  con- 
tenu dans  le  vacuome  est  tout  à  fait  justifié  et  possède  vme 
profonde  signification. 

D.  —  Mode  de   forniatiogi  de**  tannins 

Os  corps  sont  très  abondants  dans  la  plupart  des  feuilles 
de  Conifères.  Nous  croyons  que  l'un  d'eux  est  V acide  ella- 
gique  que  nous  avons  reconnu  par  un  certain  nombre  de  réac- 
tions dans  les  feuilles  de  l'If  (Taxus  baccata). 

Nos  recherches  montrent  que  les  composés  tanniques  sont 
absents  dans  le  massif  initial  de  la  tige,  mais  qu'ils  apparais- 
sent de  très  bonne  heure  dans  les  premiers  mamelons  foliaires. 

Les  cellules  embryonnaires  les  plus  jeunes  possèdent  donc 
un  vacuome  dépourvu  de  composés  phénoliques.  Ces  corps 
apparaissent  ensuite  progressivement  dans  le  système  vacuo- 
laire  et  leur  formation  constitue  un  simple  épisode  de  l'évo- 
lution chimique  des  vacuoles  dans  certaines  cellules.  L'ap- 
parition de  ces  composés  n'a  aucune  relation  avec  un  état 
morphologique  spécial  du  vacuome,  mais  elle  détermine  \u\v 
réfringence  spéciale  de  l'appareil  (jui  devient  nl^rs  dès  xisibjc 
dans  la  cellule  vivante. 

L'élaboration  des  tannins  n'est  donc  pas  le  fait  de  «  mito- 
chondries  »  comme  plusieurs  auteurs  crurent  le  reconnaître 
dans  ces  dernières  années,  puisque  ces  corps  sont  toujours 
contenus  dans  le  vacuome. 

On  sait  que  dans  la  période  qui  a  précédé  la  notion  d'un 
chondriome,  les  tannins  ont  été  considérés  comme  prenant 
naissance  soit  dans  les  vacuoles  ordinaires,  soit  dans  des  réser- 
voirs spéciaux  (vésicules  à  tannin)  (Klerker,  Gardiner,  etc.). 

Dangeard  15 
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Les  auteurs  fif^uraient  dans  une  même  cellule  des  vacuoles 
ordinaires  non  tannifères  et  des  globules  tanniques  de  con- 
sistance épaisse  qui  semblaient  apparaître  d'une  manière 
indépendante  avant  de  se  déverser  dans  les  vacuoles  (Klerker). 

Nous  n'avons  jamais  rencontré  de  dispositions  semblables. 
Lorsque  le  tannin  apparaît  dans  une  cellule,  il  imprègne  en 
même  temps  toutes  les  parties  de  V appareil  vacuolaire  où  sa 
concentration  paraît  être  identique  en  tous  les  points  à  un 
instant  donné.  Jamais  on  n'observe  deux  sortes  de  vacuoles. 
Dans  une  des  figures  données  par  Klerker,  il  semble  bien  que 
l'auteur  ait  pris  le  noyau  non  coloré  à  la  suite  de  l'action 
du  bichromate  pour  une  vacuole  non  tannifère. 

E.   —  Réaction  «lu  «ue  vacuolaire 

Le  suc  contenu  dans  le  vacuome  a  toujours  un  caractère 
légèrement  alcalin  dans  les  cellules  embryonnaires  des  méris- 
tèmes.  Ce  caractère  imprime  aux  colorants  vitaux  un  virage 
de  teinte  qui  est  un  phénomène  de  métachromasie. 

La  cessation  de  l'alcalinité  coïncide  pour  les  cellules  qui 
évoluent  en  éléments  sécréteurs  avec  l'apparition  des  com- 
posés phénoliques.  Le  suc  vacuolaire  devient  alors  légèrement 
acide. 

Nos  recherches  montrent  que  l'emploi  des  colorants  vitaux, 
en  particulier  celui  du  rouge  neutre,  peuvent  servir  à  déter- 
miner avec  une  précision  assez  grande  quelle  est  la  réaction 
du  suc  vacuolaire. 

F    —  Les  vacuoles  peuvent-elles  naître  «  de  novo  » 

Nos  observations  dans  les  bourgeons  des  Conifères  ne  sont 
pas  en  faveur  d'une  naissance  de  <(  novo  »  des  vacuoles. 

En  effet,  nous  avons  vu  que,  dans  l'épiderme  des  jeunes 
feuilles  par  exemple,  le  tannin  se  formait  de  très  bonne  heure 
dans  l'appareil  vacuolaire.  Il  en  résulte  que  si,  à  cette  époque, 
il  se  produisait  de  nouvelles  vacuoles  directement  dans  le 
cytoplasme,  on  les  disting-uerait  des  autres  plus  anciennes  par 
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leur  absence  de  tannin  ;  il  nous  paraît  en  effet  difficile  d'ad- 
mettre ([u'il  puisse  y  avoir  néoformation  d'une  vacuole  cpii 
aurait  d'emblée  des  caractères  qui  se  sont  réalisés  pour  les 
autres  vacuoles  qu'après  une  évolution  plus  ou  moins  long^ue. 

Or,  le  fait  que  toutes  les  parties  du  vacuome  se  montrent 
toujours  au  même  stade  d'évolution  chimique  exclut  pour 
nous  cette  hypothèse. 

Reste  la  question  de  savoir  si  les  vacuoles  ne  peuvent  pas  se 
former  de  «  novo  »  avant  que  l'élaboration  du  tannin  ne  se 
soit  produite,  mais  alors  il  semble  que  les  nouvelles  vacuoles 
au  moment  de  leur  apparition  se  distingueraient  des  autres 
soit  par  leur  taille  plus  petite,  soit  par  leur  caractère  plus 
fluide  ou  au  contraire  plus  épais;  or,  on  n'observe  rien  de 
semblable. 

Nous  croyons  donc  que  le  schéma,  encore  classique,  de  la 
formation  des  vacuoles  dans  les  cellules  de  méristème  est  abso- 
lument démenti  par  les  faits  et  qu'il  n'existe  aucune  raison 
pour  admettre  une  naissance  de  ((  novo  »  des  vacuoles  au  sein 
du  cytoplasme.  Nous  verrons  que  l'étude  de  l'alcurone  apporte 
des  arguments  non  moins  forts  en  faveur  de  l'autonomie  du 
vacuome. 

G.   —  Aleuroiie. 

Le  point  de  départ  de  nos  recherches  sur  l'alcurone  a  été 
l'observation  suivante  :  en  cherchant  à  colorer  vitalement 
l'appareil  vacuolaire  d'une  jeune  plantule  de  Pin  maritime, 
nous  avons  été  surpris  de  constater  (jue  l'opiderme  renfermait 
au  lieu  de  vacuoles  normales,  un  système  de  fdaments  et  de 
réseaux  très  fins  dont  l'existence  était  insoupçonnée. 

En  examinant  des  plantules  de  différents  âges  et  des  em- 
bryons de  graine,  la  certitude  a  été  acquise  que  ces  éléments 
dérivaient  directement  des  petits  grains  d'aleurone  présents 
dans  la  graine  et  qu'ils  se  transformaient  en  vacuoles  ordi- 
naires dans  leur  évolution  ullérieure. 

Ces    phénomènes   d'évolution    de   l'aleurone   ont   alors   été 
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suivis  en  détail  chez  le  Pin    maritime    et    d'autres    Gymnos- 
permes, puis  chez  le  Ricin  et  chez  les  Graminées. 

La  démonstration  a  été  donnée  que  l'aleurone  constitue  un 
état  particulier  du  vacuome  dans  les  graines,  dû  aux  condi- 
tions spéciales  de  vie  ralentie  et  de  faible  teneur  en  eau  qui 
se  rencontrent  alors. 

II.   —  Fonnsitioii  dess»  vacuole.**  dan^  une  plantule 
au  CMiui'K  de  9a  g'ei'niinatioii 

Lorsqu'une  plantule  germe,  ses  tissus  s'hydratent  et  les  cel- 
lules par  conséquent  deviennent  riches  en  eau.  Or,  cet  enri- 
chissement en  eau  ne  provoque  pas  l'apparition  de  vacuoles 
en  des  points  quelconques  du  cytoplasme,  mais  tout  l'appareil 
vacuolaire  de  la  ])lantule  s'édifie  aux  dépens  des  grains  d'aleu- 
rone  de  la  graine.  On  savait  déjà  que  la  i)lupart  des  grains 
d'aleurone  se  vacuolisent  pendant  la  germination,  mais  on 
ignorait  ([ue  c'était  là  le  seule  mode  de  naissance  des  vacuoles 
typi(jues.  En  un  mot,  nos  recherches  sur  l'aleurone  établissent 
ce  fait  très  important  que  les  vacuoles  ne  se  forment  jamais 
((  de  novo  »  au  sein  du  cytoplasme  pendant  la  période  germi- 
native. 

C'est  la  même  conclusion  que  celle  à  laquelle  nous  étions 
arrivés  par  l'étude  des  méristèmes. 

Si  quelque  doute  subsistait  au  sujet  de  ce  résultat  de  nos 
recherches,  il  suffirait  pour  qu'il  soit  levé  de  se  reporter  à 
notre  description  de  l'évolution  de  l'aleurone,  donnée  pré- 
cédemment et  aux  figures  qui  lui  correspondent.  Nous  croyons 
que  les  faits  que  nous  avons  observés  sont  de  nature  à  tran- 
cher le  débat  sur  la  genèse 'des  vacuoles  chez  les  Végétaux. 

Le  vacuome  se  comporte  donc  comme  un  système  autonome 
de  la  cellule  végétale. 

I.  -  -  Formation  du  tannin  et  de  l'antlioeyane 
dans  les  plantule^ 

Chez  les  Conifères,  lorsque  l'aleurone  s'est  transformée  en 
un  système    vacuolaire,  on    peut    observer  la    formation    de 
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tannin  dans  les  cellules  épi(lermi(|ues.  Un  pijjfment  anlho- 
cyani(fue  se  forme  ensuite  très  souvent  et  sa  production  a  tou- 
jours lieu  dans  des  cellules  (pii  étaient  [)récédeniment  tanui- 
teres,  comme  si  le  pigment  dérivait  directement  des  composés 
tanniques. 

J.  —   Evolution  de  l'alouroiio,  v\ivw.  le  Itîcia 
et  chez  lew  Graniîii«'e«. 

Chez  le  Ricin,  les  phénomènes  d'évolution  de  l'aleLirone 
ont  été  observés  pendant  la  maturation  de  la  graine  et  pen- 
dant la  germination.  Nous  avons  montré  qu'il  existe  une 
réversibilité  très  remarquable  dans  l'évolution  vacuolaire, 
car,  pendant  la  maturation,  on  assiste  à  la  transformation 
d'une  grande  vacuole  en  grains  d'aleurone  séparés  et  peiulant 
la  germination,  une  série  de  stades  tout  à  fait  comparables  con- 
duisent de  nouveau  à  un  état  vacuolaire  largement  dilaté. 

En  outre,  ces  recherches  permettent  de  distinguer  chez  le 
Ricin,  à  côté  des  grains  d'aleurone  typifjues,  bien  connus  de 
tous,  de  petits  grains  à  structure  différente,  dépoiirxus  des 
inclusions  caractéristiques  des  précédents  et  (jui  sont  seuls 
présents  dans  la  couche  périphérique  des  cellules  d'albumen 

C'est  dans  ces  éléments  de  la  périphérie  de  1  "albumen  (ju'on 
observe  des  filaments  et  des  réseaux  vacuolaires  très  remar- 
quables soit  avant  maturation,  soit  pendant  la  germination 
des  graines.  Ces  états  vacuolaires  n'étaient  pas  connus  :  Iciii- 
connaissance  est  d'un  grand  intérêt,  parce  (fu(\  grâce  à  eux, 
nous  surprenons  sur  le  vif  les  mouvemenis  très  compli(piés 
dont  la  cellule  est  le  siège  avant  de  passer  dans  l'état  de  repos 
qui  caractérise  la  graine  et  (|ue,  d'autre  par!,  lutus  assistons 
au  réveil  d'une  activité  comparable  pendant  la  première  pé- 
riode de  la  germinition. 

La  production  transitoire  de  ces  réseaux  aux  déj^ens  de 
l'aleurone  paraît  être  un  fait  assez  fré(juent,  car  nous  en  avons 
décrit  plusieurs  exemples  chez  les  Graminées  (radicule  de 
l'orge,  du  blé,  jeunes  feuilles  de  blé). 
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Dans  l'épiderme  des  jeunes  racines  de  blé,  les  états  vacuo- 
laires  filamenteux  que  nous  avons  découverts,  ont  une  très 
grande  ressemblance  avec  un  appareil  Hiitockondrial. 

Cependant  la  formation  de  filaments  et  dé  réseaux,  aux 
dépens  des  grains  d'aleurone  pendant  leur  évolution  en 
vacuoles,  n'est  pas  un  phénomène  général,  car  lorsque  l'aleu- 
rone  se  trouve  dans  la  graine  sous  forme  de  grains  assez  gros, 
ceux-ci  se  réunissent  et  se  fusionnent  ensemble  par  simple 
contact  après  s'être  suffisamment  gonflés. 

K.  —  PolBeu 

Le  fait  d'avoir  obtenu  des  colorations  vitales  dans  les  grains 
de  pollen  constitue  une  acquisition  nouvelle  dans  l'histoire 
des  colorations  vitales. 

ComBie  la  poussière  poîlinique  est  formée  de  cellules  ayant 
subi  un  dessèchement  considérable,  il  é'îast  très  intéressant 
d'y  démontrer  la  présence  d'un  vacuome  et  de  faire  connaître 
ainsi,  que  les  substances  vacuoîaires  ne  so"«t  pas  des  produits 
transitoires,  mais  qu'elles  se  conservent  éans  les  circonstances 
les  plus  variées. 

D'autre  part,  nous  avons  pu  Hiettre  en  évidence  des  formes 
réticulées  du  vacuome  dans  plusieurs  cas,  au  sein  du  cyto- 
plasme des  cellules  génératives.  En  méîïie  temps,  il  existe  une 
différence  de  réaction  souvent  très  nt^ie  entre  les  substances 
vacuoîaires  dans  les  cellules  végétatives  et  dans  les  cellules 
génératives,  et  les  colorations  vitales  ïa  mettent  en  évidence. 

Ces  recherches  laissent  prévoir  que  le  vacuome  se  transmet 
par  les  gamètes  eux-mêmes. 

ART.    2.    —   CONSTITUANTS    CYTOPLASMIQUES 

A.   —  <îi|»HerA'a,ti«ms  vitales  sïiP  1<î>ss  pfiQstcs 

et  le»^  mieros&iïie^.  Uér^st^èk^es   cIom  ®yi.:ân«>«>ipe9îiiâ»«ii. 

Nous  avons  eu  l'occasion  d'examiner  de  très  nombreuses 
cellules  vivantes  et  d'y  observer  les  pîastes  et  les  microsome§. 
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Les  premiers  ont  généralement,  dans  les  mérisicmes  nne 
forme  ^^lobuieuse  ou  bien  leur  aspect  est  celui  de  bâtonnets, 
parfois  assez  alionj^és  (Larix),  mais  îa  forme  filamenteuse  n'a 
jamais  été  observée. 

(jhcz  le  Larix,  les  éléments  du  plastidome  sont  en  forme 
de  bâtonnets  allongés  dans  les  cellules  très  jeunes  et  sont  glo- 
buleux dans  les  cellules  adultes.  Chez  le  Cédrus,  VAbies,  le 
Picea,  le  Taxus,  les  plastes  sont  granuleux  ou  bien  en  courts 
bâtonnets  dans  les  cellules  embryonnaires,  tandis  qu'ils  sont 
globuleux  ou  elliptiques  dans  les  cellules  adultes. 

Les  plastes,  dans  l'épiderme  des  jeunes  feuilles  de  Conifères, 
forment  de  l'amidon  de  très  bonne  heure  :  dès  les  premières 
ébauches  foliaires,  on  les  trouve  chargés  ordinairement  d'un 
produit  de  nature  amylacée,  qui  se  colore  en  brun  par  î'eau 
iodée.  Cette  élaboration  a  lieu  dans  toute  l'étendue  du  plaste 
qui  paraît  être  imprégné  d'amidon  d'une  manière  homogène. 
Les  microsomes  ont  été  observés  constamment  dans  les  cel- 
lules épidermicpies  :  nous  avons  fré((uemment  assisté  à  leurs 
déplacements  au  sein  du  cyloplassme.  Ces  faits  sont  l)ien 
connus  depuis  les  travaux  de  M.  P. -A.  Dangeard.  Jamais  ces 
grains,  dans  une  cellule  normale,  ne  sont  animés  de  mouve- 
ments browniens  malgré  leur  taille  réduite  (un  ;j.  et  même 
moins).  Ils  réduisent  légèrement  l'acide  osmi(pie. 

Nous  n'aAons  pas  constaté  qu'il  y  eut,  en  dehors  des  plastes, 
parmi  les  granulations  du  cytoplasme  deux  sortes  d'éléments 
dont  les  uns  seraient  des  granulations  lipoïdes  et  les  autres 
des  mitochondries  inactives. 

Pollen.  —  Dans  les  cellules  polîinicpies  des  Gymnospermes, 
nous  avons  trouvé  en  dehors  du  vacuome,  des  plastes  généra- 
lement amylifères  et  des  microsomes  qui  ont  les  caractères 
ordinaires.  Ces  éléments  s'observent  dans  les  cellules  vivantes. 
Chez  rif  (Taxus  baccata),  nous  avons  constaté  que  l'amidon, 
très  abondant  avant  maturation  du  pollen,  disparaissait  com- 
plètement dans  le  pollen  mûr.  Ces  observations  ont  été  faites 
non  seulement  dans  les  cellules  végétatives,  mais  encore  dans 
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les  cellules  j^énératives  lorsque  le  pollen  mûr  est  pluricellu- 
laire  (Biota,  Ccphalotaxus,  Cupressus,  Giiigho).  Elles  établis- 
sent que  les  cellules  pollimiques  sont  des  éléments  complets 
renfermant  un  vacuome,  un  plastidome  et  un  sphérome. 

iRT.    3.    —    0I:SI':RVATI0NS    sur    les    cellules    APRES    EIXATION 
ET  COLORATION  {Méthode  de  Regaud) 

On  a  ignoré  longtemps  qu'il  y  eut  un  système  vacuolaire 
dans  les  cellules  jeunes  des  méristèmes.  Cet  appareil  se  trou- 
vant alors  fréquemment  sous  forme  de  canalicules  très  fins, 
ne  peut  pas  être  mis  en  évidence  au  moyen  des  méthodes  de 
fixation  ordinaire.  Ceci  est  évident  :  pour  que  ces  minces 
boyaux  situés  au  sein  du  cytoplasme,  se  retrouvent  sur  des 
coupes  d'objets  fixés,  il  faut  et  il  suffit  que  le  cytoplasme  lui- 
même  soit  très  bien  conservé.  Or,  ces  conditions  ne  sont 
réalisées  qu'avec  l'emploi  de  fixateurs  cytoplasmiques  que 
l'on  a  encore  appelés  ((  fixateurs  mitochondriaux  ».  Les  prin- 
cipaux de  ceux-ci  sont  les  solutions  employées  par  Âltmann, 
Benda,  Meves,  Laguesse,  Regaud. 

Nous  avons  fait  choix  du  fixateur  de  Regaud  qui  nous  a 
donné  les  résultats  suivants  concernant  le  vacuome. 

A.  —  Méristèmes  des  Gyiimospei'ines 

yocaome.  —  Dans  les  cellules  embryonnaires,  le  vacuome 
se  retrouve  à  l'état  de  petites  vacuoles  arrondies  ou  de  cana- 
licules complètement  incolores  dans  lesquelles  on  ne  trouve 
que  de  rares  granulations  colorées. 

Dans  les  cellules  où  commence  l'élaboration  du  tannin,  le 
vacuome  se  colore  en  noir  très  fortement  et  dans  son  en- 
semble :  on  peut  observer  alors  des  réseaux  vacuolaires  entiè- 
rement colorés  par  l'hématoxyline  ferrique  (Cèdre,  Abies). 

Dans  les  éléments  où  un  composé  tannique  abondant  s'est 
formé,  celui-ci  apparaît  comme  une  masse  jaune  d'or  entourée 
d'une  écorce  noire  forinée  par  une  précipitation  de  métachro- 
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mâtine  à  sa  surface.  Il  en  résulte  un  aspect  qui  a  été  décrit 
récemment  à  tort  comme  une  des  phases  de  l'élaboration  des 
composés  phénoliques  par  des  mitochondries. 

Plastidome.  —  Les  plastes  se  colorent  en  noir  par  la  mé- 
thode de  Renaud  et  leur  forme  n'est  pas  altérée  en  ^'•énéral. 
Opendant  chez  le  Larix,  les  plastes  qui  sont  naturellement  en 
bâtonnets  allongrés  dans  les  cellules,  se  retrouvent  sous  forme 
de  petits  éléments  onduleux  sur  les  préparations  fixées. 

Sphéronic.  —  Les  microsomes  ne  sont  pas  toujours  colorés 
au  moven  de  la  méthode  de  Reeaud.  Pour  les  mettre  en  évi- 
dence  avec  une  g^rande  netteté  il  faut,  comme  la  montré 
M.  P. -A.  Danpreard  se  servir  de  préférence  du  licpiide  de 
Laguesse. 

B.  —  Alt'îiroiio 

L'aleurone  constitue  un  état  particulier  du  vacuome  dans 
la  graine.  L'accumidation  d'une  matière  protéique  voisine  de 
la  métachromatine  dans  les  grains  d'aleurone  rend  ceux-ci 
très  chromatiques  :  aussi  se  colorent-ils  d'une  façon  très 
intense  par  la  méthode  de  Regaud. 

Ces  caractères,  qui  sont  aussi  ceux  des  plastes,  pourraient 
amener  une  confusion  avec  ces  derniers.  D'autant  plus  que, 
dans  certains  tissus,  les  grains  d'aleurone  sont  très  petits 
(méristèmes  de  l'embryon  du  Pin  maritime,  cellules  périphé- 
riques de  l'albumen  du  Ricin).  On  les  reconnaît  cependant  à 
leur  taille  ordinairement  plus  grande  que  celle  des  plastes  et 
au  fait  qu'ils  se  colorent  d'une  façon  plus  intense  que  les 
plastes  par  l'hématoxyline  ferrique. 

Nous  insistons  sur  ce  point  que  les  propriétés  chromai i(pies 
des  grains  d'aleurone,  constituent  un  nouvel  exemple  d'ime 
coloration  d'ensemble  du  vacuome  par  une  méthode  mito- 
chondriale. 

Au  cours  de  la  germination,  les  grains  d'alonronc  se  trans- 
forment en  vacuoles  et  pendant  cette  période,  le  suc  vacuo- 
laire  se  diluant  de  plus  en  plus,  on  assiste  à  une  coloration 
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propressive  des  éléments  du  système.  Sur  les  plantules  les 
plus  jeunes,  la  protéine  des  vacuoles  aleuriques  étant  encore 
très  abondante,  il  se  produit  une  coloration  noire  de  tout  le 
contenu  vacuolaire  qui  se  montre  souvent  sous  Faspect  d'un 
fin  précipité  granuleux  (Pin  maritime,  Ricin).  Plus  tard,  le 
suc  est  devenu  très  fluide  et  la  vacuole  n'est  plus  occupée  que 
par  des  jLi-ranules  précipités,  soit  sur  les  parois,  soit  autour 
des  inclusions  encore  intactes  (Ricin). 

Il  est  remarquable  de  retrouver  sur  les  préparations  fixées 
tous  les  états  vacuolaires  observés  dans  les  cellules  vivantes  : 
fusions  des  vacuoles  aleuriques  ensemble,  précipitations  di- 
verses de  la  protéine). 

Cependant  pour  les  cellules  à  très  petits  g-rains  d'aleurone 
(cellules  épidermiques  de  Pin  maritime,  méristèmes  de  Pin, 
cellules  périphériques  du  Ricin),  on  ne  peut  pas  retrouver 
nettement,  après  fixation,  les  réseaux  vacuolaires  que  l'on 
observe  dans  les  cellules  vivantes  après  coloration  vitale. 
C'est  là  un  exemple  parmi  beaucoup  d'autres  de  la  supério- 
rité de  la  méthode  vitale  quand  il  s'agit  de  recherches  délicates 
sur  les  vacuoles. 

Chez  le  Ricin,  nous  avons  donné  pour  les  cellules  d'albumen 
des  descriptions  plus  exactes  que  celles  qui  avaient  été  fournies 
jusqu'alors.  Elles  correspondent  assez  bien  aux  figures  qu'en 
ont  publié  M.  Beauverie  et  plus  récemment  M.  Mottier,  mais 
nous  avons  précisé  plusieurs  points  particuliers,  grâce  aux 
connaissances  que  nous  avions  acquises  précédemment  au 
moyen  d'observations  vitales. 

Par  contre,  nous  n'avons  pas  retrouvé  dans  les  cellules 
d'albumen  la  structure  qui  a  été  décrite  récemment  par 
M.  Guilliermond  :  nous  n'avons  pas  observé,  en  effet,  de 
«  chondriocontes  »  très  allongés  et  sinueux  dans  le  cytoplasme 
des  cellules  d'albumen  et  les  plastes  s'y  trouvent  seulement 
sous  forme  de  grains  ou  de  courts  bâtonnets. 
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AUT.    ',.  —   OBSERVATIONS   SUR   LES   COLORANTS    VITAUX 
ET  LEUR  EFFET  DANS  LA  CELLULE 

A.  —  Mwdt'  d'aeâlosa  dSew  es»  1«» pan 4*»  vitaux 

Les  colorants  vitaux  dont  nous  avons  étudié  l'action  dans 
les  tissus  vivants  sont  assez  nombreux  :  rouge  neutre,  bleu  de 
crésyl,  bleu  de  méthylène,  bleu  de  Nil,  bleu  de  toluidine, 
violet  de  méthyîe,  violet  dahlia,  vert  Janus. 

Parmi  eux,  nous  avons  distingué  ceux  qui  se  fixent  sur  le 
vacuome  dans  l'immense  majorité  des  cas,  ce  sont  le  rouge 
neutre,  le  bleu  de  crésyl,  le  bleu  de  méthylène,  le  bleu  de  Nil 
et  le  bleu  de  toluidine,  nous  les  avons  appelé  des  colorants 
iiitaux  vacuolaires. 

Au  contraire,  le  violet  de  méthyle,  le  violet  de  dahlia  et  le 
vert  Janus  peuvent  selon  les  circonstances  colorer  les  vacuoles, 
les  noyaux  ou  les  microsomes.  Ce  sont  des  colorants  vitaux 
non  spécifiques. 

La  coloration  des  noyaux  a  été  obtenue  dans  des  cellules  où 
l'activité  était  ralentie  (albumen  de  la  graine  de  Ricin,  em- 
bryon de  la  graine  de  Pin  maritime).  La  coloration  prise  par 
le  noyau  est  diffuse;  cependant  dans  un  seul  cas,  le  grain  de 
pollen  de  Gingko  buofm,  nous  avons  observé  la  coloration 
vitale  très  nette  des  chromosomes  du  noyau  ;  mais  il  s'agis- 
sait d'une  coloration  au  moyen  de  rouge  neutre  (1). 

En  ce  qui  concerne  les  microsomes,  nous  avons  montré  que 
leur  coloration  vitale  se  faisait  à  la  longue,  au  moyen  de  solu- 
tions très  diluées  de  violet  de  méthyle,  violet  dahlia,  vert 
Janus.  Parfois  on  constate  de  doubles  colorations  vitales  dn 
vacuome  et  des  microsomes  dans  une  même  cellule.  Les 
plastes  n'ont  jamais  fixé  le  colorant  vital,  de  sorte  que  dans 
les  cellules  où  la  distinction  du  plastidome  et  du  sphérome  est 
difficile  en  raison  de  leurs  caractères  morphologiffues  voisins, 
on  pourrait  se  servir  avec  avantage  de  la  méthode  des  colo- 
rations vitales  pour  séparer  les  deux  sortes  d'éléments. 

d)   Ce  colorant  vital  vaciiolairc   montre  donc,   en   cette   occasien   des   propriélé^^ 
anormales. 


^OU    

B.  —  Pôiiétvaiion  dt'«  eolocacits  vitaux 
à  travers  les  n»cMul»ranes 

Il  est  certain  que  les  colorations  vitales  se  produiraient  avec 
une  beaucoup  plus  grande  facilité  s'il  n'y  avait  pas  l'obstacle 
opposé    à   la   pénétration    par   des    membranes    épidermiques 

souvent  très  peu  perméables. 

L'imperméabilité  des  membranes  est  fonction  de  l'àpe  des  cel- 
lules, car  les  points  de  végétation  et  les  jeunes  ébauches  fo- 
liaires se  laissent  facilement  pénétrer  par  les  colorants.  D'autre 
part,  lorsqu'un  épiderme  possède  naturellement  un  rôle 
absorbant  (épiderme  des  jeunes  plantules  de  Gymnospermes, 
cotylédons  des  plantules  de  Ricin,  cellules  d'albumen,  etc.),  il 
se  montre  extrêmement  perméable  aux  colorants  vitaux  :  c'est 
une  propriété  précieuse  que  nous  avons  mise  à  profit  bien  des 

fois. 

Sur  les  cotylédons  à  trois  faces  du  Pin  maritime,  notis  avons 
fait  cette  constatation  très  curieuse  que  seule,  la  face  externe 
qui  se  trouve  en  contact  avec  l'endospcrme,  possède  un  épi- 
démie facilement  perméable  aux  colorants  vitaux.  Les  deux 
autres  faces  qui,  par  leur  situation,  ne  peuvent  pas  participer 
à  l'absorption  dans  les  conditions  naturelles,  se  montrent  im- 
perméables vis-à-vis  des  colorants. 

Un  phénomène  semblable  se  produit  chez  le  Ricin  où  l'épi- 
derme  du  cotylédon  qui  se  trouve  en  contact  avec  l'albumen, 
fixe  plus  rapidement  le  rouge  neutre  que  l'épiderme  de  la 
face  opposée  qui  n'a  pas  naturellement  de  rôle  absorbant,  mais 
le  fait  est  beaucoup  moins  net  que  chez  les  Conifères  (1). 

A  ce  genre  de  recherches  se  rapportent  les  expériences  sui- 
vantes faites  chez  le  Ricin  en  vue  de  montrer  que  dans  les  con- 
ditions naturelles  les  échanges  ont  lieu  entre  cellules,  de 
vacuoles  à  vacuoles   : 

(1)  Dans  ces  deux  c.is,  rimperniéabililé  d'une  n'i^ion  éjndcrniiqu.e  des  coty- 
lédons ne  correspond  à  aucune  particularité  sensible  des  membranes.  En  effet, 
il  est  impossible  de  constater  sur  une  coupe  une  différence  morphologique  entre 
les  membranes  des  surfaces  cotylédonnaircs,  quelle  que  soit  la  région  envisagée 
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Une  jeune  plantule  de  Kicin  a  été  séparée  de  son  albumen 
avec  précaution  ;  puis  les  deux  moitiés  de  ce  dernier  ont  été 
placées  dan^  une  solution  de  rou^'-e  neutre  :  la  ])lantulc  était 
maintenue  pendant  ce  temps,  afin  ({u'elle  ne  s'altère  pas,  à 
l'intérieur  d'un  autre  albumen,  dont  la  plan  Iule  avait  été 
sacrifiée.  Lorsque  la  couche  interne  du  premier  albumen  avait 
pris  une  teinte  rouge  foncé  par  suite  de  la  colorai  ion  vitale 
de  ses  cellules,  on  rapprochait  les  cotylédons  de  la  plantule 
et  on  les  maintenait  en  contact  étroit  avec  cette  partie  colorée 
de  l'albumen. 

Dans  ces  conditions,  au  bout  de  quekfucs  minutes,  on  pou- 
vait constater  que  la  l'ace  externe  des  cotylédons  foliacés  avait 
pris  ime  teinte  rosée,  indiquant  (ju'il  y  avait  eu  passage  du 
rouge  neutre  du  vacuome  de  l'albumen  dans  celui  des  coty- 
lédons. 

Cette  expérience  montre  que  les  colorations  vitales  peuvent 
nous  renseigner  sur  le  mécanisme  de  la  nutrition  cellulaire, 
puisqu'un  colorant  vital  païaît  se  comporter  vis-à-vis  dune 
cellide  à  la  manière  d'im  aliment  soluble. 

Dans  cet  exemple  du  Ricin,  nous  avons  deux  assises  cellu- 
laires en  présence,  qui,  toutes  les  deux  sont,  capables  de  fixer 
à  leur  intérieur  un  colorant  vital  lors(|u'i)n  les  place  dans  un 
bain  colorant.  Lorsque  ces  deux  assises  sont  mises  cmi  iap|)orl 
par  leurs  membranes  intactes,  l'un  des  tissus  peut  soutirer 
à  l'autre  Je  colorant  cpiil  avait  absorbé  précédemment  en 
présence  d'une  solution.  L'éj)iderme  des  cotylédons  du  Ricin 
manifeste  donc  ainsi  un  pouvoi)  absorbant  supérieur  à  celui 
de  l'albumen. 


CONCLUSIONS 


La  méthode  des  colorations  \itales  qui  a  été.  notre  princi- 
pale technique,  s'est  révélée  une  véritable  méthode  de  travail, 
pouvant  soutenir  la  comparaison,  avec  les  meilleurs  procédés 
histologiques.  C'est  là,  un  point  .  important  acquis  pour 
l'avenir. 

Chez  les  Végétaux,  toute  cellule  apparaît  capable  de  fixer 
certains  colorants  réputés  vitaux  à  son  intérieur.  C^est  une 
propriété  que  possède  la  cellule  vivante  et  elle  peut  être  con- 
sidérée comme  caractéristique  de  l'état  de  vie. 

Par  ce  procédé  des  colorations  vitales,  on  peut  s'assurer 
que  toutes  les  cellules  renferment  un  appareil  particulier,  le 
vacuome,  susceptible  de  se  dilater  en  larges  vacuoles  et  dont 
un  caractère  irnportant  est  le  pouvoir  électif  vis-à-vis  des  colo- 
rants. 

Le  vacuome  constitue  un  appareil  autonome  qui  se  transmet 
au  cours  des  divisions  cellulaires  d'une  génération  à  la  sui- 
vante :  on  n'assiste  jamais  à  une  néorformation  de  vacuoles 
au  sein  d'un  cytoplasme  normal. 

C'est  là  une  ancienne  idée  de  de  Vries  que  nous  avons 
reprise,  dégagée  de  la  théorie  inexacte  du  tonoplaste,  et  qui 
est  maintenant  solidement  étayée,  pensons-nous. 

Il  est  difficile  d'admettre  que  le  vacuome  soit  un  simple 
dépôt  dans  la  cellule  d'eau  et  de  substances  banales  :  les  pro- 
priétés physiologiques  très  importantes  des  vacuoles  ne  pour- 
raient pas  s'expliquer  s'il  en  était  ainsi.  On  ne  pourrait  pas 
comprendre  non  plus  que  le  vacuome  soit  un  appareil  cons- 
tant se  transmettant  héréditairement,  s'il  n'était  constitué  que 
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par  un  amalgame  de  produits  de  déchets  et  de  substances  de 
réserve.  Nous  croyons  donc  que  les  propriétés  du  vaciiome 
peuvent  s'expliquer  par  la  présence  à  son  intérieur  d'une 
substance  fondamentale  protéique  à  laquelle  le  nom  de 
méiachromaiine  au  sens  de  M.  P. -A.  Dangeard  doit  èlre  con- 
servé. 

L'aleuronc  constitue  un  état  particulier  du  vacuome  dans 
la  graine  ;  ses  principaux  caractères  résultent  de  la  situation 
dissociée  de  cet  appareil,  de  sa  déshydratation  et  de  l'impor- 
tante accumulation  des  matériaux  protéiques  à  son  intérieur. 
Les  deux  premières  conditions  peuvent  se  trouver  réalisées 
dans  un  grain  de  pollen  ou  même  dans  un  méristème,  mais  la 
concentration  des  réserves  azotées  ne  s'y  rencontre  pas  au 
même  degré  que  dans  les  graines  de  sorte  que  l'assim.ilation 
complète  avec  l'aleurone  ne  peut  pas  être  tentée. 

Les  formes  filamenteuses  et  réticulées  du  vacuome  se  pro- 
duisent lorsque  les  conditions  suivantes  sont  réalisées  à  l'inté- 
rieur des  tissus  : 

1°  Vn  cytoplasme  épais  ou  encombré  d'abondantes  produc- 
tions figurées  telle  que  l'huile  ; 

2"  Une  substance  vacuolaire  de  consistance  demi-fluide  ; 

8°  Une  activité  cellulaire  intense.  Elles  ne  correspondent 
pas  à  la  présence  d'un  produit  particulier  dans  le  vacuome. 
Ces  filaments  et  ces  réseaux  ne  constituent  jamais  qu'un  état 
transitoire  correspondant  à  une  certaine  période  de  l'évolution 
vacuolaire. 

Le  vacuome  peut  se  colorer  parfois  dans  son  ensemble  par 
une  méthode  mitochondriale  (aleurone,  réseaux  tan n itères). 

C'est  un  exemple  de  plus  du  caractère  non  spécifique  de  ces 
méthodes. 
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Soc.  botan.  Fr.  T.  XVI,  sér.  4,  1916.) 
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(5)  Nouvelles  observations  sur  la:  nature  du  chondriome  dans  les 
plantes  et  ses  rapports  avec  le  système  vaciiolaire.  {Bull.  Soc. 
bot.  Fr.  Mil 00 

(0)  Note  sur  les  corpuscules  niétachrotn((ti(jues  des  Levures.  (Bull. 
Soc.  Mycol.  Fr.  T.   \\\H.  fasc.   1  cl  2,    l!)l().) 

(7)  .S(//-  1(1  nature  l'ni  chc  ndricnic  et  son  râle  dtnis  Ui  cellule.  (C.  R. 

Ac.  Se.  Paris,  l.  ICO,  p.   ÏM),   J1)18.) 

(8)  Sur  la.  distinctioti  du  chondriome  des  auteurs  en  vacuome,  plasti- 

dcm.e  et  spfiérome.  (C.  H.  1c.  -Se.  Pari.^;,  ï  .10!»,  p.  lOO.j,  P'"  déc. 
1919.) 

(9)  Vacuome,  plaslidome  et  sphérome  dans  V Asparuijus  verlicillatus. 
(C.  li.  Ac.  Se.  Paris,  1920.) 

(10)  Pta.stidom.e.  vacucDie  et  èphérome  dans  Selaginella  Kraussiana. 
(C.  R.  Ac.  .Se.  Paris.  1920,  p.  301.) 

(11)  La  structure  de  la  cellule  végétale  et  son  métabolisme.  (C.  R. 
Ac.  Se.  22  mars  V.)'2i).) 

(12)  La  structure  de  la  cellule  végétale  dans  ses  rapports  avec  la 
théorie  du.  chondriome.  (C.  R.  Ac.  Se.  1921,  p.  120.) 

(13)  Sur  la  nature  du  sphérome  d(uis  la  cellule  végétale.  (C.  R.  Ac. 
Se.  28nov.  1921.) 

(14)  Recherches  sur  la  structure  de  la  cellule  dans  les  Iris.  (C.  R. 
Ac.  Se.  20  juin  WïtJ.  j..  ](r)3-lOo9.) 

(15)  Sur  la  structure  de  la  cellule  chez  les  Iris.  (C.  R.  Ac.  Se.  p.  7 
à  12,  3  juillet  1922.) 

DvNGEVHi)  (Pierre).  —  (1)  Sur  l'évolution  du.  système  vacuolaire 
chez  les  Gymnospermes.  (C.  IL  Ac.  Se.  Paris,  23  février  1920, 
p.   i7'i.) 

(2)  Sur  ht  métachromatin e  et  les  comiyosés  tannirpies  des  vacuoles. 

(C.  R.  Ac.  Se.  1.  171.  22  nov.  1020,  p.  1010.) 

(3)  L' évolution  des  grains  d'aleurone  en  vacuoles  ordinaires  cl  la 
formation  des  tannins.  (C.  R.  Ac.  Se.  Paris,  t.  172,  IS  avril  1!I21. 
p.  995.) . 

('ij  L'évolution  des  gr(dns  d'(deuro<ne  en  vacuoles  ordintùra^  itcndunt 
la  germination  du  Pin  maritime.  (Bull.  Soc.  bot(ui.  Fr.  (.  \\i, 
1921,  Fasc.  3-/i,  p.  223-230:) 

(5)  .Sur  la  formation  des  grains  d'aleurone  dmis  Valbumen  du.  Ricin. 
(C.  R.  Ac.  Se.  Paris,  l.  173,  7  uov.  19-Jl.  p.  857.) 

(0)  .Sar  l'évolution  des  grains  d'aleuixj'rw  du  Ricin  pendant  ta  ger- 
mination. {(.:.  R.  Ac.  Se.  Paris,  déc.  1921,  p.  liOl.) 

(7)  .Sur  l'origine  des  vacuoles  aux  dépens  de  Valcurotie  pendnnl  la 
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germination   des  Graminées.   (C.   R.  Ac.   Se.   30  janvier   1922, 
p.  319.) 

(8)  Sur  l'origine  des  vacuoles  et  de  Vanthocyane  dans  les  feuilles  du 

Rosier.  {Bull.  Soc.  Botan.  Fr.  T.  LXIX,  1922.) 

(9)  Le  vacucme  dans  les  grains  de  pollen  des  Gymnospermes.  (C.  R. 

Ac.  Se.  Paris,  T.  176,  p.  905,  1923.) 

DuEREùiL  (G.).  —  Le  chondriom-e  et  de  dispositif  de  l'activité  secré- 
taire aux  diffcrenls  stades  du.  développem^ent  des  éléments  cellu- 
laires de  la  lignée  connective  descendant  du  lymphocyte.  (Arch. 
d'Anai.  microsc.  1913.) 

DuESBERG  (J.).  — Plasto'somcn,  «  Apparaio  reticolare  intcrno<  »  und 
chromidiaiapparai.   {Ergebn.  Anat.  Entw.   20,   567-916.) 

DuESBERG.  —  On  the  présent  status  of  chondriosome  problem.  (Biol. 
Bull.  36,  71-81.) 

Emberger  (L.).  —  (I)  Recherches  .sur  l'origine  et  l' évolution  des  plas- 
tides  chez  les  Pteridophytes.  Thèse,  Paris  1921. 

(2)  Evolution  des  plastides  dans  le  règne  végétal.  (Rev.  Scientif. 
28  janvier  1922,  n"  2.) 

Fauré-Frémiet.  —  E tintes  sur  les  mitochondries  des  Protozoaires  et 
des   celbdes   sexuelles.    {Arch.    d'  \nat.    microsc.    t.    XT,     1910.) 

Fauré-Frémiet,  Mayer  el  Schaeffer.  —  Sur  la  constitution  et  le 
rôle  des  mitochondries.  (C.  R.  Soc.  biol.  1909.) 

FiscHEL  (A.).  —  Untcrsuchungcn  fd)er  vitale  Farbung.  (Anat.  Hefte, 

XVI,  p.  ■H5-.530.) 
Gardiîser.  —  Prcc.  Cambridge.  Ph'il.  Soc.  Vol.  IV,  VI,  p.  387,  1883. 
GoLGi  (C).  —  Di  un  methodo  per  la  facile  e  pronto.  dimostrazione 

dell  apparato  reticolare  inter!}o  (telle  cellule  nervose.  (Boll.  délia 

Societa  medico  cJiirurgica.  Pavia,  1908,  l/i/ioXXII,  délia Socieda 

n"  2.) 
GoRis.  —  Reclierches  microchimiques  sur  quelques  glucosides  et 

quelques  tanidns  végétaux.  Paris,  1903. 
Groom  (P.).  —  77ie  aleurone  layer  of  the  seeds  of  grasses.  {Ann.  Bot 

Vol.  VII,  p.  387-92,  1893.)' 
GuiGNARD  (L.).  —  (1)  Etude  sur  les  pJiéncmènes  mûrpJiologiques  de 

la  fécondation.  (Bull.  Soc.  bot.  Fr.  1889.) 
(2)  Observations  sur  la  pollen  des  Cycadées  {Journal  de  botanique, 

1889). 
GuiLLiERMOND  TA.).  —  (1)   Contribution  à  l'étude  cytologique  des 

Cyanophycées.  (Rev.  génér.  bot.  XVITI,  30  p.  3  pi.) 
(•J)  Caractères   Jnstochimiques    des   granulations    des  Mastzellen    et 
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rapport  de  ces  ccrps  avec  la  vcluline  des  Protistes.  (C.  R.  Soc. 
bicl.  28  février,  p.  307.) 

(3)  Recherches  cytolcgiques  sur  la  (j  errai  nation  des  graines  de 
quelques  Graminées  et  contribution  à  l'étade  (tes  grains  d'aleu- 
rcne.  (Arch.  d'Anat.  micrcsc.  t.  \,  fasr.  IT.) 

(i)  A  propos  des  corpuscules  mêtachromaticiues  ou  grains  de  volu- 
tine.  (Arch.  f.  Protistenkunde.  t.  XIX,  p.  2()9-3(H),    1010.) 

(5)  Sur  les  mitochonâries  des  cellules  végétales.  (C.  II.  le.  Se, 
17  juillet,  p.  100,   1  fig.,  1!)11.) 

(G)  Recherches  sur  le  mode  de  formation  de  Vamidon  et  sur  les 
plastes  des  Végétaux  (leuco,  chlcro  et  chromoplastes) .  Contri- 
bution à  l'étude  des  mitoichondries  chez  les  Végétau.r.  (\rch. 
d'.Anat.  microsc,  t.  XIV,  fasc.  III.)  , 

(7)  Sur  la  participation  du  chondriome  des  Cham.pignons  dans  Véla- 

bcration  des  corpuscules  métachromatiqucs.  (Anat.  Anz.  Bd.  44, 
1913.) 

(8)  Sur  la  forniation  de  Vanlhocyane  au   sein  des   mitochondries. 

(C.  /?.  Ac.  Se.  t.  CLVII,  23  juin  1013,  p.  10-J'i.) 
(0)  Nouvelles  recherches  cytologiques  sur  la  formation  des  piiiments 
anthocyaniques.  (C.  R.  Ac.  Se.  t.  CLVIII,  2i  nov.  1013,  p.  1000.) 

(10)  Quelques  remarques  nouvelles  sur  la  formation  des  pigments 
anthocyaniques  au  sein  des  mitochondries.  A  propos  d'une  note 
récente  de  M.  Pensa.  (C.  R.  Soc.  Biol.  t.  LXXV,  29  i.uv.  1013, 
p.  i7S,  1  pi.) 

(11)  Recherches  cytologiques  sur  la  formation  de.^  pigments  antho- 
cyaniques. Nouvelle  contribution  à  Vétudc  des  mitochondries. 
(Rev.  génér.  bot.  t.  XXV  bis,  |>.  20.5-3 'lO,  3  pi.  101  '..) 

(12)  Sur  r  origine  des  pigments  anthocyaid(jues.  (C.  R.  Ac.  Se. 
t.  CLXI,  2()  ocL  101.5,  p.  507.) 

(13)  Quelques  observations  sur  le  niodc  de  formai i(.n  des  pigmeiits 
anthocyaniques  dans  les  fleurs.  (C.  R.  Ac.  Se.  1.  CLXI,  20  oct. 
1015,  p.  404.) 

(14)  .Sur  la  métachromatine  et  les  composés  phénoliques  de  la  cellule 
végétale.  (C.  R.  Ac.  Se.  t.  CLXVI,  10  juin  1018,  p.  958.) 

(15)  Nouvelles  recherches  sur  l'appareil  vacuolaire  chez  les  Végétaux. 
(C.  R.  Ac.  Se.  t.  CLXXÏ,  1020,  p.  1071.) 

(10)  Sur  l'origine  des  vacuoles  dans  les  cellules  île  ipiehpies  racines. 
(C.  /?.  .Soc.  Bicl.  t.  LXXXTlî.  27  mars  1920.  p.   ill.) 

(17)  A  propos  de  la  métachron}(dine.  (C.  R.  Sor.  Biol.  I.  LWXIII, 
17  ruai  1020,  p.  853.) 

(18)  Les   constituants   morphologiques   du    cyl(yplasme    d'après    les 
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recherches  récentes  de  Cytologie  végétale.  {Bull.  Scient.  Fr.  et 
BeJg.  t.  IJV,  1021,  p.   'i60-512.) 
(10)  Origine  et  évolution   des  vacuoles   dans   la  ccUulr   végétale   et 
grainfi  d'alenrone.  (C.  R.  Soc.  Biol.,  3  dec.   1*.)21.) 

(20)  La  ccnstituticn  morphologique  du  cytoplasme  dans  la  celkûe 
végétale.  (Rev.  génér.  des  Se.  15  mars  1921,  p.  133.) 

(21)  Sur  les  éléments  figurés  du  cytoplasme  chez  les  Végétaux  :  chon- 
driome,  appareil  vacuolaire  et  grarmlations  Upoïdes.  (Arch.  Biol. 
t.  XXXI,  1021,  p.  82.) 

(22)  A  propos  de  rorigine  de  l'aidhocyane  (C.  R.  Soc.  Biol. 
t.  LXXXV,  13  juin  1021,  p.  08.) 

(23)  Remarques  sur  la  cytologie  de  l'albumen  du  Ricin  ;  origine  et 
évolution  des  grains  d'alcurone.  (C.  R.  Assoc.  jr.  p.  Avanc.  des 
Se.  Rouen.  1021.) 

Harper  (R.-A.).  —  The  structure  oj  protoplasma,   1010. 

Henneguy.  —  Colorahilité  du  protoplasma  vivant,  {lidcrm.  des  bio- 
log.,  I  p.  108-200.) 

HiMMEL.  —  Le  rc'uge  neutre,  son  rôle  dans  l'étude  de  la  phagocytose 
&n  général.  (Anu.  Inst.  l'astcur,  \VI.  ]).  C((3-85.) 

Jadin  (F.).  —  Du  siège  des  principes  médicamenteux  chez  les  Végé- 
taux, 180'j. 

JoNE.sco  (Sx).  —  Formation  de  Vanthocyane  dans  les  fleurs  de  Cobaea 
scandens  aux  dépens  des  gluccsides  préexistants.  (C.  R.  Ac.  Se. 
7  nov.  1021,  p.  850.) 

Transformation  par  oxydation,  en  pigment  rouge,  des  chromo- 
gènes de  quelques  plantes.  (C.  R.  Ac.  Se.  21  nov.  1021,  p.  lOOO.) 

Klebs  (Ci.).  —  Einige  Bemerkungen  iiber  die  Arbeit  von  \\  enl. 
(Botan.  Zeit.  1800,  p.  5'i0.) 

Klerker.  —  Uber  Gerbstofjvakuclcn.  (Bihanglill.  h.  Svenska.  Vet. 
Ak.  Handl,  Bd  XTII  (llî),  1888.) 

KosLowsKi  (A.).  —  Fcmmlkn  d.:  plgr.nent  rouge  de  Beta  vidgari.^ 
par  oxydation  des  chromogènes.  (C.  R.  Ac.  Se.  t.  173,  1021, 
p.  855.) 

Laguesse  et  Debeyre.  —  Sur  les  formes  des  chondricscmes  dans 
cjuelques  glandes  salivaires  par  le  Vert  Janus.  (C.  R.  Soc.  Biol  , 
1012.) 

Laguesse  (E.).  —  Méthode  de  coloration  vitale  des  cliondriosomes  par 
le  Vert  Janus.  (C.  R.  Soc.  Biol,  1012.) 

Lauterborn   (R.).    —    Untcrsuchung    ïiber   Bau,    Kernteilung    iind 
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Bewegiinfi  iJcr  Diatom,een.  (1  vol.  in-'i°,  IC.r)  |).,    10  pi.  Lcipzi 

18.) 

Ij:\i  (Giuseppe).  —  La  raslilu:io<nc  <fcl  Pmlc plasma  sUuJinta  m  cel- 
lule viventi  coltivale  «  //(  vitro  »  (DalV  Inslilulo  Anntomico  di 

Palermo  Archivio  fU  Fisiologia,  1010.) 
Li-viTSKY  (G.).  —  (1)  Uber  die  chondriosonien  in  pflatizlichen  Zellen. 

(Ber.  d.  dentsch.  Bckm.  Gesell.  Bd  WVlli.  II(  l'i   10,  1910.) 
(2)  Die  choiuïnosomen  als  Sekretbildiu'r  bd  dcn  l>il:cn..   (Ber.   d. 

deutsch.  bctan.  Gesell.  1913,  Bd.  .Hl.) 
Lewiss  (M.-R.   et  W.-H.).  —  Mitochondria  (fini  other  cytoplasmic 

structures   in   tissue   cultures.    {The   ariicrican  Journal   of  ana- 

tomy.  1915.) 

LoYEz  (M"").  —  Les  premiers  stades  de  la  vitellocjénèse  chez  quelques 

Tuniciers.  (C.  R.   de  VAssoc.  des  Anatom.,  Nancy,   1909.) 
LôwscHiN  (A. -M.).   —  ri)    Vergleichend'e  expérimental  cyiologische 

Untersuchutiyen   iiber  mitochon.drien   in  BUdtern  der  hôheren 

Pflanzcn  (Vorl.   Mitt.)  (Ber,  deutsch.   bol.  Gesell.  32,  206-270, 

pi.  5.) 
(2)  Zur  Frage  iiber  die  Bildung  d.  Anthocyane  in  BUïttern  d.  Rose. 

(Ber.  d.  dcutsclt.  Bot.  GescU.  Bd  XXXTT,  p.  380,  1914.) 
LiÏDTKE  (F.).  —  Beitrage  zur  Kenntniss  der  Aleuronkôrner.  (Jahrb. 

f.  wiss.  Botan.,  Bd  XXI,  p.  02-123.) 
Mangenot  (G.).  —  (1)  Sur  les  grains  de  jucosane  des  Phaeophycées. 

(G.  R.  Ac.  Se.  10  janvier  1921.) 
(2)  Recherches  sur  les  constituants  m,orpholGgi(pies  du  cytoplasme 

des  Algues.  Thèse.  Paris,  1922. 
Massart.  — Celer,  rit.  (tes  bactéries.  (Recueil  de  l'institut  botanique 

de  Bruxelles  1902.) 
Mevës  (Fr.).  —  (1)  Uber  den  von  La  V(delte  Saint-Georges  entdcck- 

ten  Nebenkern  (mitoehondrien  korper)  der  Samenzellen. 

(2)  Uber  das  Vorkommen.  von  Mitoehondrien  in  Pflanzenzellen.  (Ber. 

d.  deutsch.  botan.  Gesellsch.  1904.) 

(3)  Die  chondriosomen  als  Trager  erblicher  anlagen.   Cyiologische 

Studien  am  Untincncmbryo.  (Arch.  f.   mikr.  Anal.  Bd  LXXII, 

1908.) 
f'i)  Ilistoi'isclt-hriiische  Untersuchungen   iiber  die   Plastosomen  in 

Pflanzenzellen.  (ArcJi.  f.  m.ikr.  Anal.  Bd.  89,  Ahl.  1,  1917.) 
(.5)  Ul)er  Umxvandlung  von  Plastosomen   in  Sekretkugelchen  nacli 

Beobachtungen  an  PflanzenzeUe.  (Arch.  f.  mikr.  Anat.  Bd.  XC, 

Abt,  1918.) 
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Meyer  (A.).  —  Die.  AUinaute  Zugleich  cin  Ajiiwort  auf  die  (larstel- 
lung  vcn  Guilliermcnd.  (Bcr.  d.  devisch.  bot.  Gesell.  1916. j 

MicHAELis  —  Die  vitale  Fnrhujiq,  eine  Darstellimg  mcthod'e  cler  Zell- 
granula.  {ircli.  /.  niil:r.  Anal.  t.  LV,  p.  558,  1900.) 

MiKOSCH.  —  Uber  die  Enslthung  der  ChlcrcpliyUkoriwr.  {Sitzb.   d. 

Kcds.  Ahad.   d.    ]]  iss.    ]]iin.  Jcdirg.    1885.) 
MiRANDE  (Marcel).   —  (1)    Observation   sur  le   mode   d'e  formation 

cytologique  de  Vantliocyane.  (G    R.  Ac.  Se.  191  (i.) 

(2)  Sur   la  formation   cytclcgique  de   Vamidcn    et   de   l'huile   dans 

V oogone  des  Chara.  (C.  R.  Ac.  Se.  1919.) 

(3)  Sur  le  chondriome,  les  chloroplastes  et  les  corpuscules  nacléo- 

laires  du  protoplasme  des  chara.  (C.  R.  Ac.  Se.  1919.) 
i'i)  Sur  la  relation,  existant   entre   l' anthocyanine  et   les   oxydcses. 
(C.  R.  Ac.  Se.,  oct.  1922.) 

MœLLENDORF  (Wii.iiEM  Von) .  —  Zur  morphologie  der  vitaien  Granu- 

IfAifârbung.  (Arcli.  ].  mihr.    \iuit.  1918.) 
MoLiscH.   —  Uber  amorpJies   und    cristailisirtcs  Anthccyans.    (Bot. 

Zeit.  1905,  p.  152.) 
MoRE\u  (F.).  —  (1)  Sur  la  formation,  des  corpuscules  mélachroma- 

iiqjies  dans  les  mitochcndries   grainuleuses.   (C.   R.   Soc.   Biol., 

1914.) 
(2)  L'origine  de  la  rhodoxanlhine  dans  l'arille  du   Taxas  baccrda. 

(Bull.  Soc.  Bol.  Fr.  VM'i.) 
(.3)  L'origine   et   la.   transformation    des    pigments    cnfliocyaniques. 

(Bull.  Soc.  Bot.  Fr.  V.U'i.) 
CO  Sur  l'origine  de  l'anthocyane  dans  les  divers  organes  des  Végé- 
taux. (Bull.  Soc.  Biol.,  191 'j.) 

(5)  Sur  la  iiature  de  la  métachromame.  (Bull.  Soc.  Bot.  Fr.  191  (i.) 

(6)  .Sur  l'origine  mitochondriale  de  la  lyeopine.  (Bull.  Sor.  Bot.  Fr. 

1916.) 
MoREAu  (M™*'  F.).  —  Les   corpuscules^  m élachromatiques  chez  les 
Algues  (Bull.  Sov.  Bot.  Fr.  1913.) 

MoTTiER  (David  M.).  —  (1)  Plastifies.  (Académie  of  Science  Procee- 
dings,  1918:) 

(2)  Ghondriosomes   and  the  primordia.  of   chlorcplasts   and   leuco- 

plastes.  (Ann.  of  Bot.  1918,  p.  98-114.) 

(3)  On  certain  plastids,  xvith  spécial  référence  to  the  prot&in  bodies 

of  Zea,  Ricinus  and  Conopholis  (Ann.  of  Botany,  July  1921.) 
Nemec  (B.).  —      Uber  experementellcrzielie  Nenbilduiig  vcn  Vakuc- 
len    im  Haut    urnkleideten  Zellen.    (Sitzber.    der  Kôn.    bolim. 
Gesellsch.  der  Wiss.  in  Prag,  1900.) 
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JNjcoi.i.e.  —  Len  cclnrnticns  viialcs  des  microbes.  (Bull.  Insf.   Past. 

]).   137-1  i'i,   1U()3.) 
NovGK  (K.-L.).  —  Rechcrclics  sur  riiulividualKc  des  pluslidcs  cluz 

les  Phrmcrcgames.  (Zeilschr.  j.  Hci.  XITT,  1-35,   1921.) 
O'bricn  (M.).  —  77;r  proleids  o/  W  lu'(d.  {Arw.  Bot.,  Vol.  X,  |).  171- 

22(3,  1895.) 
OvERTON  (E.).  —  Sludicii  iiJicr  die  AujnGhme  der  AnlUnfnrhen  durch 

lehende  zelle.  {Jahrb.  /.  viss.  Bot.  XXXIV,  |).  C.Oii-TOl.   l'JdU.) 
Pemsa.  (A).  —  Fatti  e  consideraz-iciii  a  propcsilo  di  (dcuiie  j(  rmn- 

zioni  endocellulari  dei  vegelali.  (Memor.  d.  Ittsl.  Lctnb.  d.  Se. 

Left.,  1917.) 
Pfeffer  (W.).  —  (1)  UntersucJiuiujen   iiber  die  Proteink-iriier  uiul 

die  Bedeuhing  des  AspuYujiu^  bdni  heiinen  der  Sd'mcn.  (,J(dirb. 

f.  wiss.  Bot.  Bd.  VTII,  pp.   '|-J!)-.571,   1872.) 

(2)  Uber  die  aufncdime  der  AnUlnjarben  in  lebênde  zelle.  (Viifers. 

bot.  Inst.  rnbingeih  II,  p.  179-331,   1880.) 

(3)  Zur  Kenntniss  der  Plasm:(diaut  urtd  der  Vcdtaolen,   nbsl  Berner- 

kungen  iibcr  dat  Aggreg'dzustdnd,  der  PredopinsjiKts.  uiid  iil)er 

osmdische  Vorgéinge:  (AbJi.  M(dh.  Pliys.  hgl.  Sdehs.  Ge^.  W  iss 

10.  1890.) 
Pi.ATo  (.T.).  —  LU)er  die  vitale  F(irl)b(n"k<it  der  Pliagocylcn  des  Moiis- 

cheii  und  dniger  Sùngethieie  mil  ueutndrot.  (Arch.  f.  iuil:r(.sl,-. 

Anat.  5(),  p.  808,   1909.) 
PoLiTts  (Jean).  — (1)   Sur    l'r.rigine    miloct\oiulri(dc    des    pigments. 

anthoeyaniqucs  dccns  les  jndts.  {C.  B.  Ac.  Se.,  I.   17'J,   p.   KKil, 

1921.)  " 

(2)  Du  rôle  du  chciulriome  tDais  la  jorntntion  des  essences  dans  les 

plantes.  (C.  B.    \e.  Se.   Paris    11   juilhl    1921.) 

(3)  Siw  les  coriiuscrdcs  bruns  de  la  ttrunissun    de  la  cigne.   (Cl.   B. 

Ac.  Se.  t.   17l\  p.  870.   19lM.) 
Prenant,  —  Les  mitochoiidries  et  l'erg(:.stc'pir,sme.  (Journ  de  V  \nal 

et  de  la  Pliysiol.  LXLVI,   1910.) 
Prowazeck  (S.  Fon).  —  Vitcdjarbung  mil  \eidndr()l  an  Protozoen. 

{Zeilschr.  f.  ivissentsch.  Zocl.  03,  1898.) 
Reoaud.   —  (1)   Altributicn   aux  fcrmfdions   milocli(:ndri(des   de   la 

fonction  générale  d'e.r1rac!i<  n  (  I  de  fi.ralioii  élective\  exercée  par 

les  cellules  vivantes  sur  les  subsbuiccs  dissautes  dans  le  milieu. 

ambiant    (C.  B.  .Soc.  BicL,    li)09.) 
(2)  Les  mitccJiondries  consielérées  comme  les  agents  de  la  fcnrlinn 

ccleciicpw.  et  pJiarmaccpcxîque  des  cellules.  (Bev.  de  Méit.  l'.M  I.) 
Rendle  (A.-B.).   —  On   Ihe  deveiopmeid  cf  aleurone  gndns   iu   the 

LupinXinn.  Bot.,  Vol.  Il,  p.   101-7,  1888). 
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RoMANOFF  (B.).   —  Coloration   riitale   des   micrcphytes.    {Bull.    Soc. 

Imp.  Natiir.  Moscou,  p.  581-82,  3^  Sér.  IG,  1902.) 
RuDOi.Pii.  — Chondriosomen  iiitd  clirowaiophGrcn .  {Ber.  d.  d.  Botan. 

GescllscJi.   1!)20.) 
Sachs.  —  Uber  dns  Auftreteii  der  Starke  bei  cler  kelmung  6lharti(jcr 

Samen.  {Botan.  Zeit.  S.  178,  1850.) 

Sapehin.  —  Untersiichungen  ûb.  die  individiuditat  dor  PlniStide.  {Ber. 

d.  deuts.  Botan.  Gesellsch.  1913.) 
ScHARP  (Lester  W.).  — An  intrcdnction  to  the  Cytclogy,  (New-York, 

1921). 
ScHERRER.  —  Die  chromcdophcren  iind  chondriosomen  r^on  Antho- 

ccros.  {Ber.  d.  d.  Botan.  Gesells.  1913.) 
ScHiMPER  (Â.-F.-W.).  —  Untersuchiingen  iJJ^erdie  chloropiliyllkôrper 

iind.  die  ihnen  Iiomologen  Gebildc.  {JnJirb.  j.  tnissensch.  Botan. 

Bd  XVI,  1885.) 
Strasbûuger  (E.).  —  (!)   Uber  dar.   Vrrhailten  des  Pollens  nnd  die 

Befriiclilmigvorgange  bei  den  Gyninospermen.  {Hist.   Ihitr.    'i. 

1-158,  jils  i-3,   1892.) 
(2)  Die  pflandichcn  Zellhaute  (Jahrb.  j.  wiss  Bot.  1898). 
TscHiRCH  et  H.  Kristzler.  —  Mikrochemische  Untcrsiichungen  iib. 
d.  Aleurcu.kôrner.  {Ber.  pharm.  gesellsch.  Bd  X,  Heft.  0,  1900.) 
Tswett.  — (I)  Ktiides  de  physicdogie  cellulaire.  {Arch.  des  Se.  Natur. 

Genève,  1896.) 
(2)  Sur  la  membrane  périplasmique.  {Journal  de  Botan.   1899.) 
Van  TiEGriEM  (Pu.).  —  llydroleucites  et  gnàns  d'aleurone.  {Journ. 

de  Bot.:  déc.  1888.) 
Vries  (A.  de).  —  (1)  Plasmc'lytische  Studïen  iib.  die  ]\  (tnd  der  Vaeuc- 

len.  (Jahrb.  f.  wiss.  Botan.  1885.') 
(2)   Uber  die  Aggrogation  in  Protoplasma  von  Drosera  rotundifoiia. 

{Botan.  Zeit.  1880.) 
Wakker  (.t.).   —  Studien    iib.    die   inhaitskôrper  der  Ppan:cn:elle. 

Jahrb.  /.  unssensch.  Bel.  Bd  XTX,  p.   'i23-90,  1888.) 
AVerminski   (F.).   —   Uber  die  Natiir  der  Aleurcnkôrner.    (Ber.    d. 

deutsch.  Bot.  Gesell.  Bd  YI,  p.  199-203.) 
YYent.  —  (1).  Die  Veriyiohrung  der  ncrmalen  i^acuclen  durch  Tei- 

lung.  {Jahrb.  /.  iviss.  Bot.  1888.) 
(2)  Die  Vacuclen  in  den  Fortpflanzungszellen  der  Algen    {Botan. 

Zeit.  1889.) 
Westermaier.  —  Sitzberich.  Berl.  Akad.  Bd  XLIX,   1885. 
J^immermann.  —  Die  botanîsche  mikrotechnik,  (Tûbingen,  1892), 
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PLANCHE  I 

Bourgeons   de   Conifères   (Coi.OR.vTroNs   vrTvLEs). 

Fig.  1.  —  Taxiis  bacccda.  Porlion  d"éj)ideiinc  d'une  ti'ès  jeune 
feuille  (bourgeon  de  novembre)  ;  une  cellule  l.inni- 
fère  dont  le  vacuome  est  bleu,  trois  cellules  end)rvon- 
naires  dont  le  vacuome  est  violet  métacliromatique, 
trois  cellules  embryonnaires  dans  lesquelles  le  bleu  de 
crésyl  n'a  pas  pénétré.  Gr.  1100. 

Fig.  2.  —  Taxus  bacccda.  Portion  d'épiderme  dans  les  mêmes  con- 
ditions ;  les  granules  réfringents  sont  des  microsomes. 
Gr.  1100. 

Fig.  3.  —  Taœiis  baccata.  Une  cellule  épidermiciue  isolée  (bleu  de 
crésyl).  Gr.  1200. 

Fig.  'i,  5,  0,  7.  —  Taxiis  J)ncc.cda.  Divers  asjiects  des  cellules  épi- 
dermiques  embryonnaires  après  coloration  au  bleu  de 
crésyl.  Gr.   1200. 

Fig.  8.  —  Taxiis  baccaia.  Deux  cellules  embryonnaires  colorées  au 
rouge  neuire  ;  vacuome  alcalin.  Gr.  1200. 

Fig.  0.  —  Taxiis  baccaia.  Cellule  tannifère  colorée  au  l'ouge  neulrc  ; 
vacuome  acide.  Gr.  1200. 

Fig.  10.  —  'Taxas  baccata.  Sommet  d'iui  1res  jeune  niainelon  fo- 
liaire (août,  rouge  neutie).  (Ji-.   1000. 

Fig.  11.  —  Larix  europea.  Portion  d'épiderme  embryonnaire  d'une 
jeune  feuille  (bleu  de  crésyl).  Gr.   1 'lOO. 

Fig.  12.  —  Larix  CAiropea.  Deux  cellules  endjryonnaires  d'une  très 
jeune  feuille  (rouge  neutre).  Gr.  1  iOO. 

Fig.  13.  —  Larix  europea.  Deux  cellules  sous  épidermiques  en  no- 
vembre (rouge  neutre)  Gr.  1000. 
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Fig.   14.  —  Larix  leptolepis.  Deux  cellules  épidermiques  au  commet 

du  point  végétatif  (novembre,  rouge  neutre).  Gr.  liUO. 
Fig.   15.  —  Taxus  baccata.  Cellule  éjiidermique  tannifère  de  jeune 

feuille  en  novembre  (violet  dahlia).  C,r.  1(100. 
Fig.   10.  —  Ginijko    hiloba.    Cellule    épidermique    au    sommet    des 

cotylédons     d'une     plantule     âgée     (violet     dahlia). 

Gr.  1000. 
Fig.   17.  —  Iris  (sp.).   Cclhile   épidermique  d'une  jeune  feuille  de 

2'^'"  Ig.  (viclel  de  méthyle).  Gr.   1000. 
Fig.   18.  —  Abies.   Cellule   épidermique  d'une  jeune   feuille   (août, 

vert  Janus).  Gr.  1000. 
Fig.   10.  —  Abies.   Cellule  é]ndermique  embryonnaire  d'une  jeune 

feuille  (aoùl,  vert  Janus).  Cn\   1000. 

PLANCHE  II 

Bourgeons    de    Comifères    (Colorations    vitales). 

Fig.  1.  —  Abies  ^crduuuniidiia  (bourgeon  en  septembre).  Trois 
cellules  épidermiques  au  sommet  du  jioint  végétatif  ; 
(bourgeon  du  mois  d'aoùf).  Vacuomc  coloré  vitale- 
ment  :  Plastes  ovalaires,  microsomes  arrondis.  Gr. 
1200. 

Fiff.  2.  —  Abies  Norâmminiana  (bourgeon  en  septembre).  Trois  cel- 
lules épidermiques  à  la  base  d'une  très  jeune  feuille 
(même  légende  que  précédemment).  Les  éléments  du 
vacuome  contiennent  fréquemment  des  inclusions  qui 
les  font  ressembler  à  des  grains  d'aleurone.  Gr.  1500. 

Fig  3.  —  .U)/c.s  A'o?T?'man?ïifJ?a  (bourgeon  en  février).  Deux  cellules 
épidermiques  à  la  base  d'une  très  jeune  feuille  après 
'  coloration  vitale  au  bleu  de  crésyl  ;  vacuome  coloré 
en  violet  métachromatique,  plastes  ovalaires  et  micro- 
somes. Gr.  1500. 

Fig.  '{.  —  Abies  Norâmanniana  (bourgeon  en  février).  Cellule  épi- 
dermique, tannifère,  colorée  au  bleu  de  crésyl  ;  va- 
cuome coloré  en  bleu,  iilastes  et  microsomes  (bour- 
geon en  février).  Gr.  1500. 

Fig.  5.  —  Abies  Nordmanniona  (bourgeon  en  février).  Cellule  du 
];arenchyme  à  la  base  de  la  feuille  ;  vacuome  tannifère 
en  bleu,  formant  deux  vacuoles  séparées,  plastes  et 
microsomes.  Gr.  1500. 

Fig.  6  et  7.  —  Pieen  exceha.  Deux  cellules  épidermiques  au  som- 
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met  du  point  végétât  il'  ;  vacuonie  coloré  par  le  rouge 
neutre,  plastes  fusiformes  et  niicrosomes.  Gr.  l'^iM). 

Fig.  8.  —  Picea  excelsa.  Deux  cellules  épidermiques  d'une  très 
jeune  feuille.  Vacuonie  en  réseau,  seul  figuré.  Gr. 
lÛOO. 

Fig.  9.  —  Cedrus  Libani.  Deux  cellules  épidermiques  au  sommet  du 
point  végétatif.  Vacuome  en  spliérules  séparées  ; 
plastes  ovalaires,   niicrosomes  arrondis.  Gr.    MKIO. 

Fig.   10.  —  Tcrreya  nucifera  (bourgeon  au  |iriiil<'iii[)s).   Deux  cel- 
lules épidermiques  au  sommet  du  |)()iri[  \égélalir.  Cel- 
lules sous  épidermiques  d'une  très  jeune  feuille.  Va- 
cuome en   réseau,   ])lasles  ovalaires,   (juelques-uns  en 
division.  Gr.   1000. 

Fig.   l'2.  —  GiiKjkc  biloba.  Deux  cellules  épidermiques  d'une  feuille 
très  petite  ;  vacuome  coloré,  plastes  en  bâtonnets,  nii- 
crosomes. Gr.   H 100. 

Fig.  13.  —  (jiiujko  bibcla.  Deux  cellules  épidermiques  d'une  feuille 
très  petite  ;  éléments  comme  plus  liant,  (ir.   1000. 

Fig.  li.. —  Pinvs  maritima.  Cellule  de  la  gcnmule  (embryon  de  la 
graine).  Grains  d'aleurone  colorés,  cytoplasme  bourré 
de  granulations.  Gr.   1000. 

Fig.  IT).  —  Pinus  marituna.  Cellule  de  la  gemmule  (plantulc  ;  long, 
racine  =  1"'")  ;  vacuome  en  réseau  lin.  plastes  très 
allongés,  micro.somes.  Gr.   lOOO. 

Fig.  10.  —  Pinus  maritima.  Cellule  proche  des  initiales  de  la  radi- 
cule (plantule  jeune)  ;  vacuome  seul  figuré.  Gr.  1000. 

Fig.  17.  —  Pinus  maritimo.  Cellule  du  méristème  vasculaire  (plan- 
tule jeune).  Vacuome  seul  figuré.   Gr.   800. 

Fig.  18.  —  Pinus  m.aritim.a.  Cellule  dépidernie  d'une  très  jeune 
feuille  primordiale  (plantule  très  jeune).  Késeau  va- 
cuolaire  coloré  au  bleu  de  crésyl.  (n\    1000. 

PLANCHE  III 

Aleuroine  du  Pin  maritime 

(Colorations  vitales  au  rouge  neutre  et  au  bleu  de  crésyl.) 

Fig.   1.  —  Portion    de    l'épiderme    du   cotylédon,    dans    la    graine 

mûre  ;   grains   d'aleurone   colorés   en   rouge   orangé, 

sphérules  d'huile,   noyau  représenté  par  un  contour 

(coloration  vitale  au  rouge  neutre).  Gr.   1000. 

Fig.   2.  —  Une    cellule    épideiinicpie    du    i^olxli'don    isolée;    grains 
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d'aleurone  violacés  (coloration  vitale  au  bleu  de  cré- 
syl).  Gr.  1000. 
Fig.  3.  —  Cellule  du  parenchyme  de  l'écorce  cotylédonnaire,  dans 
la   graine   (coloration   vitale  au  bleu  de   crésyl).    (ir. 

loob. 

Fig.  4.  —  Cellule  épidermique  du  cotylédon  de  la  très  jeune 
plantule  ;  grains  d'aleurone  déformés,  métachroma- 
tiques  (coloration  vitale  au  bleu  de  crésyl).  Gr.  lOOd. 

Fig.  5  et  0.  —  Cellules  épidermiques  des  colylédons  dans  une 
plantule  un  peu  plus  âgée  ;  vacuome  fdamenteux 
(coloration  vitale  au  rouge  neutre).  Gr.  1000. 

Fig.  7.  —  Deux  cellules  épidermiques  des  cotylédons  chez  une 
plantule  dont  la  racine  a  1/2  centimètre  de  long  ; 
vacuome  en  réseau  louge  orangé  ;  noyau  invisible 
par  suite  de  l'abondance  des  gouttelettes  d'huile  Ccolo- 
ration  vitale  au  rouge  neutre).  Gr.   1000. 

Fig.  8.  —  Deux  cellules  épidermiques,  au  sommet  de  l'hypocotyle, 
chez  une  plantule  de  mènie  âge  que  précédemment  ; 
vacuome  violet,  mélachromatique  (coloration  vitale 
au  bleu  de  crésyl).  Gr.  1000. 

Fig.  9.  —  Cellule  épidermique  à  l'extrémité  du  cotylédon,  chez 
une  plantule  de  même  âge  que  précédemment  (colo- 
ration vitale  au  bleu  de  crésyl).  Gr.  1000. 

Fig.  10  et  11.  —  Deux  cellules  épidermiques  des  colylédons  chez 
une  plantule  plus  âgée  (long,  racine  =  3°'")  le  vacuome 
est  tannifère  et  n'est  plus  métachromatique  (colo- 
ration vitale  au  bleu  de  crésyl).  Gr.  1000. 

Fig.  12.  —  Cellule  épidermique  de  l'hypocotyle  chez  une  plantule 
de  même  âge  que  précédemment  ;  vacuome  formant 
une  seule  grande  vacuole  dans  laquelle  sont  précipités 
des  globules  plus  colorés  (coloration  vitale  au  bleu  de 
crésyl).  Gr.  800. 

ï'ig.  13.  —  Cellule  épidermique  de  l'hypocotyle  chez  une  plantule 
jeune,  long,  racine  =  1/2  cm.)  ;  vacuome  coloré 
naturellement  par  l'anthocyane,  plastes  amylifères, 
microsomes  (observ.  vitale).  Gr.   lOOO. 

Fig.  15.  —  Cellule  épidermique  de  l'hyjxjcotyle  chez  une  plantule 
plus  âgée  (long,  racine  =  o*'")  ;  vacuome  coloré  par 
de  l'anthocyane.  Gr.  800. 

Fig.  15.  —  Plantule  très  jeune  provenant  d'une  graine  à  coque 
intacte,  colorée  vitalement  i^ar  le  rouge  neutre.  Gr.  3. 

Fig.  IG.  —  Plantule  un  peu  plus  âgée  ;  mêmes  conditions.  Gr.  3. 
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PLANCHE  IV 

Aleurone  des  Gymnospermes 

Fig.  1,  '2,  3,  'i,  5.  —  Cedius  IaUgiù.  (k'Ihilfs  ('■iiidcriniqucs  douL  le 
vacuonie  est  coloré  vilalenicnl  au  rouge  neutre.  Les 
s|>hérules  dans  le  cytoj)lasiii('  icprésentcul  de  i  huile. 

Fig.  L  —  Cellule  épiderniiquc  d'un  cotylédon  chez  une  plantule 
très  jeune  (coque  non  ouverte).  Cr.  800. 

Fig.  2  et  3.  —  Mêmes  conditions  que  précédenunciil  :  fusion  de 
grains  d 'aleurone.  Gr.  800. 

Fig.  i.  —  Même  plantule  ;  base  du  cotylédon  ;  vacuumc  j)récipité 
sous  forme  de  granulations  rouges.  Gr.  800. 

—  Plantule  âgée  (long.  rac.  =  3^'")  ;  somniel  du  cotylédon, 
vacuonie  en  réseau  orangé.  Gr.  800. 

7,  8.  —  Cupressus  sem'permrens.  Cellules  épidcr  iiii(|ucs  des 
cotylédons  (coloration  vitale  au  rouge  neutre).  Gr.  80<j. 

—  Face  externe  du  cotylédon  (plantule  très  jeune,   coque 
non  ouverte). 

—  Sommet    du   cotylédoii    (plantule   jjIus   âgée,    long.    rac. 

=  0'"",5). 
Fig.  8.  —  Base  du  cotylédon  (même  j)]antule). 
Fig.  0,    10,    11.  —  Thiiia    oriciitalis.     Trois    cellules    é|)idei'miqucs 

monliant  des  stades  successifs  de  l'évolution  de  l'aleu- 

rone.  Gr.  800. 

—  Cotylédon,  plantule  dont  la  racine  émerge  au  dehors. 

—  Hy|)ocotyle,    même   plantule. 

—  Ilypocotvle,  même  plantule,  cellule  l;intiifère. 

—  Cupressus     honzontaUs.      Cellule     éjtidermique,     face 
externe  du  cotylédon  (bleu  de  crésyl).  Gr.  1000. 

—  Picea    excelsa.    Cellule    épidermique    de    l'IiNpocotyle, 

(plantule   dont    la   racine  apparaît    au    dehors,  rouge 

neutre).  Cr.  1000. 
Fig.    1  i,    !."),   ]G.  —  Larix  eurcpca.  Cellules  éj)idernii(pies  des  coly' 

lédons  (coloration  vitale  au  rouge  neutre).  Gr.  800. 
Fig.    l'i.  —  Plantule  très  jeune  (coque  non  ouverte). 
Fig.   15.  —  Même  plantule,  base  du  cotylédon. 
Fig.   10.  —  Pl.iiiiule  un  peu  ]>lus  âgée  (long.  rac.  =  1/2  cm.). 
Fig.    17.  —  (Miiijho    bihola.    Cellule    épidermique    d'un    cotylédon 

(|)lantule  de  la  ,i,naine,   rouge  neutre).  Gr.   1000. 
Fig.   18.  —  Taxus    baccata.    Cellule    épidermique    d'un    cotylédon 
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(graine    en    terre    depuis    un    mois,     rouge    neutre). 

Gr.  1000. 
Fig.   19.  —  Cupressus    sempervirejis.    Face    externe    du    cotylédon 

(tubes   sécréteurs   sous   épidermiques,    colorés   vitale- 

ment  au  rouge  neutre).  Gr.   10. 
Fig.  20.  —  Cupressus  sempervirens.  Très  jeune  plantule  dont  l'épi- 

derme    est    coloré    vitalement    par    le    louge    neutre. 

Gr.  2. 
Fig.  21.  —  Thuia  crientalis.  Même  légende    Gr,   2. 
Fig.  22.  —  Cedrus  Libani.   Même  légende    Gr.  nal. 

PLANCHE  V 

IMvTURATION    DE    l'aLBUMEN   DU    RiCIN 

Fig.  1,  2,  3,  'i,  5.  ('),  7,  8.  —  Cellules  péripliériques  d'albumen 
colorées  vitalemenl  au  rouge  neutre. 

Fig.  1.  —  Graine  très  jeune  ;  grande  vacuole,  sphérules  d'huile 
dans  le  cytoplasme.  Gr.  1000. 

Fig.  2.  —  Graine  un  peu  plus  âgée  (coque  incolore),  vacuole  frag- 
mentée. Gr.    KlOO. 

Fig.  3  et  i.  —  Graine  à  coque  blanchâtiT  commençant  à  durcir  ; 
Stades  de  fragmentation  du  \acuome,  huile  abon- 
dante. Gr.  1200. 

Fig.  5  et  0.  —  Graine  à  coque  noire,  un  peu  dure  ;  vacuome  en 
réseaux  variés  au  sein  d'un  cytoplasme  très  riche  en 
huile.  Gr.  1000. 

Fig.  7.  —  Graine  de  même  âge  ;  vacuome  divisé  en  boules  de  gros- 
seur inégale  ;  huile  très  abondante.  Gr.  1000. 

Fig.  8.  —  (îraine  à  coque  noire  et  très  dure  (maturité)  ;  vacuome 
formé  par  de  nombreux  grains  d'aleurone  isolés  dans 
un  cytoplasme  très  chargé  d'huile.  Gr.  1000. 

Fig.  0,   10,   11,   12.  —  Cellules  de  la   niasse  de  l'albumen. 

Fig.  0.  —  Albumen  très  jeune  ;  très  grande  vacuole  aqueuse. 

Fig.  10.  —  Graine  à  coque  noirâtre,  fragile  ;  observation  directe  à 
sec.  Vacuoles  séparées  sans  inclusions.  Gr.  700. 

Fig.  11.  —  Graine  à  coque  noirâtre  et  dure  ;  mêmes  conditions  ; 
grains  d'aleurone  au  début  de  la  formation  des  inclu- 
sions. Gr.  700. 

Fig.  12.  —  Graine  à  coque  noire  très  dure  (un  peu  avant  maturité)  ; 
grains  d'aleurone  achevés.  Gr.  800. 

Fig.   13.  —  Même   graine.   Grains  d'aleurone   de   deux  tailles  très 


différentes  ;    les    plus    [.clils    n'ont    |);is    d'inclusions. 

Gr.  600. 
Fig.   li.  —  Deux  vacuoles  aleuriques  au  niomenl  de  la  naissance 

des   inclusions  dans  le  suc  vacuolaire.   Gr.    lOUO. 
Fig.    I.").  —  Coupe  en  long  d'un  albumen  jeune  ;  deux  zones  dans 

l'albumen,  exlerjie  opaque,  interne  hyaline.  Gr.  2,5. 
Fig.    1(1  el    17.  —  Deux    vacuoles    aleuriques   colorées   au   bleu   de 

crésyl  après  fixation  Kegaud  (graine  niûre).  Gr.  1000. 
Fig.    18.  —  Vacuole  aleurique  d'une  cellule  d'alhumcn  colorée  vita- 

lement  au  bleu  de  crésyl.  Gr.  1000. 
Fig.   ir».  —  Gou|)e  liansversale  d'une  graine  tiès  jeune  (schéma)  ; 

albumen   autour  d'une  cavité   centrale  (reste  du  sac 

embryotmaire),  téguments  de  l'ovule.  Gr.  8. 

PLANCHE  M 

Fig.  1,  2,  3,  i,  5,  0,  7,  8.  —  Cellules  périphériques  d'albumen, 
observées  dans  des  albumen  de  la  graine  (1)  et  dans 
des  germination.s  de  plus  en  jjIus  âgées  (2,  3,  i,  .j, 
6,  7).  Colorations  vitales  au  rouge  neutre  sauf  pour  la 
fig.   i  colorée  au  bleu  de  crésyl. 

Fig.  I.  —  (iraine  nu'ne  ;  grains  d'aleurone  isolés  et  colorés  au 
milieu  d'un  cytoplasme  riche  en  huile.  (\\.    KlOO. 

Fig.  2.  —  Graine  demeurée  six  jours  cîi  terre,  coque  ouveiie  ;  giains 
d'aleurone  déformés,  (ii.   iOOb. 

I'"ig.  3.  —  Graine  germée,  racine  ap])araît  au  dehors  ;  xacuome  en 
réseau.  Gr.  1000. 

l"'ig.  j.  —  Même  stade,  vjuuome  i('lirulé  coloré  par  le  bleu  de 
crésyl.   Gr.   81)0. 

Fig.  .").  —  Graine  germée  (long.  rac.  =  1/2  cm.)  ;  vaciioiuc  (hini- 
fluide  en  gros  cordons.  Gr.  S(H). 

Fig.  0.  —  Graine  germée  (long.  rac.  =  T'"')  ;  varuome  en  grosses 
sphères.  Gr.  800. 

Fig.  7.  —  Graine  germée  (long.  rac.  =  3'"")  ;  le  vacuome  l'orme  une 
très  grosse  vacuole  ;  l'huile  est  encore  assez  abon- 
dante. Gr.  800. 

Fig.  8.  —  La  Plantule  est  âgée  et  l'albumen  ])resque  complètement 
digéré.  Une  grande  vacuole  de  suc  acide.  Globules  du 
cytoplasme  réduisant   peu  l'acide  osmique.   Gr.   8(10. 

Fig.  9,   10,  .11.  —  Cellules  fie  la  m.isse  fie  l'albunien. 

Dangeard  17 
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Fig.  9.  —  Graine  gerniée  ;  vaciiotno  fonrié  de  gnùns  (ralcuioiic 
typiques  légèrenienl  gonflés.  Gr.  600. 

Fig.  10.  —  Graine  germée  (rac.  a]^par.  au  dehors).  Etals  divers  des 
vacuoles  aleuriques  tels  qu'on  les  trouve  parfois  dans 
une  même  cellule.  Gr.  (300. 

Fig.  11.  —  Graine  germée  (long.  rac.  =  T'").  Cellule  voisine  de  la 
périjjhérie.  Grande  vacuole  unique.  Gr.  SCO. 

Fig.  \'2.  —  Elals  dixers  de  l;i  I  ratislniiii;!!  ion  des  grains  d'aleurone 
en  vacuoles,  (a)  Vacuole  peu  modifiée  ;  (b)  les  inclu- 
sions fragmentées  sont  localisées  sur  la  ])aroi  vacuo- 
laire  ;  (c)  précipitation  à  la  surface  des  inclusions  et 
en  deux  points  de  la  jiaroi  \acuolaire  ;  (d)  fusion  de 
deux  vacuoles  entre  elles.   (>v.    1000 

PLANCHE  MI 
Aleurone  des  Ghaminées 

Fig.  I,  2,  3,  5,  G,  7,  8.  —  Blé  (germination  de  iS  h.).  —  (1) 
Cou]?'e  de  radicule,  colorée  vitalenienl  au  rouge  neutre. 
Gr.  oO.  —  (2)  Exliémilé  de  radicule  dont  l'épiderme 
est  coloré  \italemenl.  (ir.  20.  —  (o)  Cellule  épider- 
miqne  d'une  petite  radicule  au  voisinage  de  la  coiffe. 
Gr.  1000  —  (i)  Deux  cellules  épideiniiques  plus  éloi- 
gnées de  la  coiffe  ;  vacuome  filamenteux.  Gr.  1000.  — 
(7))  Cellule  é|)idermique  un  peu  avant  la  division, 
(ir.  10(10.  —  (())  La  division  est  presque  aclievée. 
(II'.  iOnO  —  (7)  Cellule  épidermique,  encore  plus  éloi- 
gnée de  la  coiffe;  \acuome  en  gros  filaments, 
(ir.  1000.  —  (8)  Cellule  épidermique  à  la  base  d'une 
];etite  radicule  ;  révolution  vacuolaire  est  achevée  ; 
glande  vacuole  unique.  Gr.  800. 

Fig.  9.  —  Blé  (germination  de  3  jours).  Cellule  épidermique  à 
quelques  millimètres  de  la  coiffe.  Gr.  800. 

Fig.  10.  —  Blé  (germination  de  3  h.).  Cellule  éj)idei'mique  d'une 
jeune  feuille.  Gr.   1200, 

Fig.   11.  —  Blé  (germination  de  48  h.).  Cellule  épidermique  d'une 

jeune  feuille.  Gr.   1200. 
Fig.   12.  —  Blé  (germination  de  3  jouisl.  Cellule  épidermique,  base 

et  milieu  du  limbe.  Réseaux  vacuolaires,  plastes  ova- 

laires  et  microsomes.  Gr.   1000. 
Fig.   13.  —  Blé  (de  48  h.).  Cellule  jeune  de  la  coiffe.  Gr.  1200. 
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Fig.  l'i.  —  Blé  (geniiiii.ilidii  de  iS  h.i.  (,(>llulc  adulte  de  la  coiffe 
au  stade  où   ('cllc-ci  se  df'Iaclic.   (if.    HKIO. 

Fig.  1.").  —  Blé  (de  'iiS  li.j.  (Icilulc  du  niéiislèiiie  vasculaire. 
Gr.  JOOO. 

Fig.  10.  —  Blé  (geniiinalioii  de  iS  Ii.  \  ue  |)ar  la  lace  supérieure). 
Gr.  2. 

PL\^(;llK  \  IIÎ 

Ai.FiKOM':   i)i:s  (iu  \^^M•:l•:s 

Fig.    1.   —  Oriji'.   Toupe  loiigil  udinaie  d'une  radicule  (•()l()r('e  \ilale- 

nieiii  au  rdUge  neul  re.  (!i'.  20. 
l'^ig.   2.   —  Ort/c.    r»adi(ule   dont    l'épidernie    est   coloré    \ilalenienl. 

Gr.  20. 
Fig.  3.  —  Onjc.  Deux  cellules  épidermiques  de  la  radicule  (germi- 
nation de  3  heures).  Yacuome  coloré  vitalenient  seul 

figuré.  Gr.   1000. 
Fig.    'i.  —  Onjc    fgeT'minalion    de    2'i    h.).    Cellule    épidernii(jue    à 

quelques  niilliinèties  du  sommet  de  la  radicule.   \a- 

(uome  formé  de  gros  fdanients.  Gr.   1000. 
Fig.  T).  —  Orge  (germiiialioii  de  2'i  h.).  Cellule  épidermicpie  de  la 

ladicule    un    peu    plus   éloignée  du   sonunel.    (iiandes 

\acuoles.  Gr.   1000. 
Fig.  0.  —  Orye  (germination  de   i  Ii.).  Cellule  épiderniique  d'une 

très  jeune  feuille.  Gr.  1000, 
Fig.   7.  —  Orge  (germination    de   2i    h.).    (Cellule    épidermique   de 

jeune  feuille,  à  la  base  de  celle-ci.  (ir.   1000. 
Fig.  8.  —  Orge  (mêmes  conditions").  Cellule  épiderini(pie  de  jeune 

feuille.  Réseaux  vacuolaires.  Gr.   1000. 
l'"ig.  0.  —  Orge  (mêmes  conditions).  Cellule  épidermique  au  som- 

niel  de  la  jeune  feuille.  Grandes  vacuoles,  plastes  aniy- 

lilères  et  microsomes.  (li.  800. 
I-'ig.    10  el    II.   —  Orge  (mêmes  conditions).  Cellules  du   MM'rislème 

vasculaire,   10,  très  près  des  initiales,   il,   un  |ieu  plus 

éloignée  des  initiales.  Gr.  1000. 
Fig.   12,    13,    11,   1.").  —  Cellules  des  assises  protéiques  colorées  vita- 

lemenl.   12,   Orge  rie  3  jours.    13,    Avoine  de  3  jours. 
Il,  Blé  de  'i8  heures.   1."),  Maïs,  germination  asancée. 

Gr.  800. 
Fig.    10,    17,    IS,    19,   20,   -Jï,   22,   23.    —    Cellules    épidermicpios    (hi 
sculellum.    10,    Orge  de  2i   h.   Grains  d'alcuronc  et 
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quelques  masses  \acuolaiies.  (ir.  lUIlO.  17.  Orge,  i)Ian- 
lule  âgée,  réseau  vacuolaire  aulour  du  noyau,  (ir. 
1(1(10.  18.  Avoine  de  '2\  h.,  coupe  transversale.  Gr.  y()0. 
I!).  Avoine,  graine.  Deux  cellules  vues  de  face,  colo- 
jalion  vilale  des  noyaux.  Gr.  8(1(J.  20,  Avoine  de  i8  h. 
Cellule  de  face.  Gr.  800.  21,  Maïs,  jeune  germination, 
cellule  vue  de  face.  Gi'.  1000.  22,  Blé  de  'j8  h.  Cellule 
vue  de  face.  Gr.  1000.  23,  Blé,  ])lantule  âgée.  Gr.  700. 
Fig.  2i.  —  Orge.  Cellule  de  Ta.sNise  proléi(iue  (germination  avan- 
cée). Dégénéresceisce,  vacuole  unique,  cytoplasme  très 
granuleux.  Gr.  OOO. 

PLANCHE  IX 

Poi.l.KN    DKS   (iVMNOSPERMES 

(Toiilcs  les  jujitri's  représentent  des  eclcraficns  vit<,les  au  nioyeti 

(Je  rouçie  neutre.) 

Fijr.  1.  —  T(a:us  baeeafd.  Pollen  le  11  lévrier  ;  grande  vacuole  et 
noyau  pariélal  ;  dans  le  cyloplasme,  plastes  à  amidon 
uiicrosonies.  (ir.    I0(!0. 

Fig.  2.  Td.riis  baeeata.  Pollen  un  peu  avant  maturité  ;  exine  bri- 
sée, membr,\ne  inlerne  gonflée  et  colorée  ;  vacuome 
formé  de  sj.hérules  distinctes  et  noyau  central  ;  des 

•  granulations  cylo]>lasniiques.   Gi.    1000. 

'fig    3.  —   raxus  baccafd.  Pollen  mùr  ;  coque  non  éclatée.  Gr.  1000. 

Fig.  i.  —  Tda-us  baccata.  Pollen  nuh-  ;  membrane  interne  démesu- 
rénu'ut  gonflée  et  colorée  ;  très  nombreuses  sphérules 
\,icuolaires.  (ir.    1000. 

Fig.  5.  —  CephalotQXus  Fcriiinei.  Pollen  le  i  avril  avant  maturité  ; 
cellule  unique,  noyau  central,  grains  d'amidon  par- 
fois conq)Osés,  spluM'ules  vacuolaires,  microsomes  à  la 
péripliérie.  Gr.  1000. 

Fig.  0.  —  Cephalctaxus  Fcrtunei.  Division  d'un  grain  de  pollen  ; 
chromosomes  distincts,  sphérules  vacuolaires.  Gr. 
1000. 

Fig.  7.  —  Cephaloiaxus  Fcrtunei.  Pollen  mûr  le  P""  mai.,  Cellule 
végétative  ;  grains  d'amidon  et  sphérules  vacuolaires  ; 
cellule  générativc  :  grains  d'amidon  et  réseau  vacuo- 
laire alcalin.  Gr.  1000. 

Fig.  8.  — ■  Cephalotarus  Fortmiei.  Cellule  générative  isolée  :  réseau 
vacuolaire  alcalin.  Gr.  1200. 
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Fig.  0.  —  lU.ota  orientant.  Pollen  mùf.  Exiiie  rojetce  sur  le  côté  ; 
membrane  inleine  jrondée  el  colorée  ;  dans  les  deux 
cellules,  autour  du  noyau,  amidon,  vacuoles  el  niicio- 
sonies  à  la  périphérie.  Gr.  1000. 

l'"ii;.  10.  —  liiota  crieidalh.  Cellule  trénérative  seule  représentée  : 
ii'seau  vacuolaire  alcalin,  amidon,  microsomes.  (\v. 
l'iOO.  , 

Y\\x.  II.  —  Hiotd  (.r'u'iiidlh.  Même  légende  que  jrrécédeninient. 
C.r.   TiOO. 

Fig.  \'2.  —  Ciipressva  Laivscnin.  Pollen  mur  bicellulaire  à  l'inté- 
rieur de  sa  membrane  gélifiée,  \olalion  i  omme  poui- 
la  fig.  0.   Or.    1000. 

Fig.  13.  —  Cupressiis  Lawsonia.  Ollule  généralive  isolée  ;  splié- 
rules  vacuolaires  alcalines.   Gr.   l'jQO. 

Fig.  11.  —  Cupressus  Lawsonia.  Cellule  génératiA-e  ;  vacuome  fila- 
menleux.  Gr.    I  lOO. 

V'i'j.  K).  —  Ciinil/o  hiloha.  Pollen  à  l,i  |ii-eiiiière  division  de  matura- 
tion. Gi'.   1000. 

Fig.  10.  —  (nrifiLo  hilclxr.  Deuxième  di\ision  de  mal  mal  ion. 
(.1.    1000. 

Fig.  17.  —  (iltKjLo  hiloha.  (irain  de  pollen  niùr.  Spliérules  \acuo- 
laires  colorées.  Gr.   1000. 

PLANCHE  X 

Bourgeons  dp;   Gymnospkknu'S 

Fig.  1.  —  Ccdrna  lÀhani.  Coupe  du  point  de  végétation  en  sep- 
tembre, traitée  par  l'acide  osmique.  Zones  tannifères 
en  noir.  Gr.  50. 

Fig.  2.  —  Ci'dnis  Lihaui.  Sommet  du  cône  végélalit  i acide 
osmique).  Gr.  50. 

Fig.  .S.  —  (U'dni.^  Lihdiu.  Jeune  l'eiiille  don!  l'épiderme  esl  d('jà 
totalement    tannifèrc   (acide   osmique).    Gr.    50. 

Fig.  'i  et  5.  —  Cedrns  Libani.  Deux  1res  jeunes  feuilles  au  stade 
où  commence  l'élaboralion  du  lannin  r.icide  osmique). 
Gr.  50. 

Fig.  0.  —  Ccdrua  Lihani.  Deux  cellules  é|)idermi(iues  ;  réseaux  lan- 
nifères  (acide  osmique).  Gr.  1000. 

Fig.  7.  —  Cedrus  Libani.  Trois  cellules  é|)idcrmiques  provenant  de 
la  feuille  (4)  ;  trois  états  du  vacuome  lannifère  ^acide 
osmique).  Gr.  800. 
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Fig.  8.  —  Cedrus  Libani.  Deux  cellules  provenant  du  sommet  du 
point  végétatif  ;  plastes  (?t  niicrosomes  (in  vivo). 
Gr.  101 10. 
Cedrus  Libani.  Cellule  ép.idermique  d'une  très  jeune 
feuille.  Grains  de  tannin  précipités  dans  un  réseau 
vacuolaire  (acide  osmique).  Gr.  800. 

-  Cedrus  Libniii.  Portion  d'épidémie  dans  une  très  jeune 
feuille  (lu   prinlenips  (ncide  osmique).   (ir.    1000. 

-  lA'iIrus  Libciii.  Cellule  sous  épidermique  ;  jeune  feuille 
du  printem])s  (acide  osmique).  Gr.  1000. 

-  Larix  kpiclepis.  Portion  du  ])oint  végétatif.  Gr.  40. 

-  Lari.r  lepfch'pis.  Cellule  épidermique  tannifère  de  jeune 
feuille  (^acide  osmique).  Gr.  1500. 

-  Larix  leptciepis.  Deux  cellules  épidermiques  au  som- 
met du  cône  végétatif.  Plastes  allongés,  microsomes. 
Gr.   1500. 

-  Ta.rus  })arca1(\  Deux  cellules  épidermiques  :  à  gauche, 

cellule  embryonnaire  ;  à  droite  cellule  tannifère  (acide 
osmique").  Gr.    1500. 

Fig.  10.  —  Taxvs  baccota.  Trois  cellules  épidermiques  de  jeune 
feuille  ;  deux  cellule>  embryonnaires,  ime  cellule  tan- 
nifère à  vacuome  réfringent  fin  vivo).   Gr.   1500. 

Fig.   17.  —  Taxus  bacc(d(i.  Porlion  du  point  végétatif.  Gr.  60. 

Fig.  18.  —  Torreyn  uncifera.  Sop.imei  du  point  végétatif  en  sep- 
tembre (in  vivo).  Gr.   15. 

Fig.   10.  —  Tnxus   baccaia.   .Teune  feuille  (acide  osmique).   Gr.   00. 

Fig.  20.  —  Cedrus  IJbcuu.  Portion  du  sommet  du  point  végétatif 
(Pousse  longue).  Gr.  00. 

PLANCHE  XT 

BouRC.FONs  nE  Gymnospermes 

Fig.  1.  —  \bies  \ordinorn)iann  (bourgeon  de  septembre).  Portion 
d'épiderme  de  jeune  feuille  ;  trois  cellules  embryon- 
naires et  trois  cellules  tannifères,  à  droite  ;  ]ilastes  et 
microsomes  (in  vivo).  Gr.   1200. 

Fig.  2.  —  Abies  Ncrdmauuiana.  Jeune  feuille  non  colorée  (in  vivo) 
Gr.  00. 

Fig.  3.  —  Abies  Ncrdniauuinini.  Jeune  feuille  après  action  de  l'acide 
osmique.  Gr.  00. 

Fig.  'i.  —  Abies  Nordmanniana.  Portion  de  cône  végétatif  en  sep- 
tembre. Gr.  30. 
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Fig.  5.  —  Ahies  Nonlmanniana.   l'oilioii  du  cône  végétatif,  coupé 

et  traité  par  l'acide  osniiijuo.  (if.  .'Jd. 
Fig.   0.  —  Abies    Ncrdmanidaiia.     tÀ>llule    épideriuique    de    jeune 

feuille  ;  vacuonie  tarmilrio   m    iKÙr  'aiidc  nsinique). 

Gr.    \m). 
Fig.   7.   —  Abies    NcrdmannidiKt.     (Icllule     ('■pidcrmiqiic    de    jeune 

feuille     \i\anU';     variionic     lilaiiiriilcux     réfringent. 

Gr.  ]2()(). 
Fig.  8.  —  Picea  cjfclsa  (bourgeon   de  septembre).    Pottiou   d"é|)i- 

derme  ;    cellules   embryonnaires,    })lastes   allongés   et 

microsomes.   Gr.    1000. 
Fig.  0.  —  Picea  excelsa.  Trois  jeunes  feuilles  (in  vivo).  Gr.  00. 
Fig.    10.  —  Picea  excelsa.   Cellule  épidermique  ;   réseau   xacuolaire 

tannifère  (acide  osmique).  Gr.   1000. 
Fig.  11.  —  Picea  excelsa.  Cône  végétatif  (septembre).  Gr.   'M). 
Fig.   12.  —  Picea   excelsa.    Quatre   cellules   épideruiiques  de   jeune 

feuille  (avril)  ;  deux  cellules  embryonnaires  et  deux 

cellules   lamiifères    à    vacuome    réfringent    (in    vivo). 

Gr.  1200. 
Fig.    13.  —   Picea   excelsa.    Cellule   épidermique   de   jeune    feuille  ; 

réseau  tannifère  (acide  osmique).  Gi-.  1000. 

PLANCHE  XII 

Fixation   RrcAin,    cor.ouvTfON    \   t/hém  vtowijnk   fichkioif, 

Fig.  1,  2,  3.  'i.  T),  (),  7.  S.  9.  10.  —  Cellules  de  planlules  du 
Pi  lins  mari  lima. 

Fig.l.  —  Graine  mûre;  cellule  é[)idermique  du  cotylédon.  Cyto- 
plasme à  disposition  alvéolaire  ;  espaces  clairs  occupés 
((  in  vivo  »  par  de  lluiile.  Gi-anulations  sur  les  lra])é- 
cules  cvto])lasmiques  (plasies  «  pro  parle  »).  Aleunnie 
doiil  la  proléiue  csl  piécipil('e  de  façon  vaT'ial)]c. 
Gr.    1200. 

Fig.  2.  —  Graine  uuue  ;  groupe  de  quatre  cellules  dans  le  massif 
initial  de  la  radicule.  Tous  les  éléments  colora])les  du 
cytoplasme  sont  granuleux  :  les  plus  gios  repn''S('nl(til 
des  grains  d'aleurone.   Gr.   1000. 

Fig.  3.  —  Graine  mûre  ;  cellule  du  mas-il  inilial  de  la  gemmule. 
Grains  d'aleurone,  plastes  et  réseau  cvloplasmique. 
Gr.   1000. 

Fig.  4.  —  Graine  mûre  ;  cellule  de  parenchyme. 
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Grains  d'aleiirone  de  tailles  diverses  :  les  plus  gros 
soni  à  inclusions,  les  plus  petits  dépourvus  d'inclu- 
sions sont  colorés  en  totalité.  (Ivtoplasnie  alvéolaire 
avec  cavités  anciennement  occupées  ])ar  de  l'huile. 
Gr.  1000. 

F'ig.  5.  —  (iraine  gerniée,  doiil  la  coque  n'est  pas  ounciIc.  Cellule 
])arenchyntateuse  de  l'iiyjujcotvle  ;  plasiidonie  gra- 
nuleux ;  aleurone  ;  les  espaces  clairs  dans  le  cyto- 
plasme correspondent  soit  à  des  vacuoles  aleuriques, 
soit  à  des  lacunes  huileuses.  Gr.   lOIIO. 

Fig.  0.  —  Graine  germée.  mêmes  conditions.  Epideiiue  des  coty- 
lédons. Petits  grains  d 'aleurone  encore  intacts.  Gra- 
nulations sur  le  réseau  cyloplasmique.  (îr.   1000. 

Fig.  7.  —  Graine  germée,  mêmes  conditions.  Cellule  du  paren- 
chyme des  cotylédons.  Aleurone,  plastes  porteur? 
d'arnidon   et    miciosomes.    Gr.    1000. 

Fig.  8.  —  Graine  germée,  mêmes  conditions.  Paiencliyme  des  coty- 
lédons. Aleurone,  Plastes,  mi^^rosoines,  espaces 
d'huile.  (;r.    l<l(i(». 

l'^ig.  9.  —  Graine  germée,  planliile  dont  la  racine  a  1'"'  de  long. 
Parenchyme,  l)ase  des  cotylédons.  Mitoplastes  por- 
teurs d'amidon  :  microsomes  non  dilïérenciés.  Gr. 
1000. 

Fig.  10.  —  Graine  germée,  coque  de  la  graine  non  ouverte.  Portion 
d'un  tube  sécréteur  correspondant  à  l'emplacement 
de  son  noyau.  Cellules  de  ]:)areuchyme  qui  le  bordent, 
(tlxtrénrité  de  la  radicule.) 

Dans  le  tube  sécréteur,  des  mitoplastes  porteurs 
d'une  vésicule  (^laire  se  trouvent,  ainsi  que  des  micro- 
somes, dans  une  mince  couche  de  cytoplasme  pariétal  ; 
vacuoles  à  fin  p?-écipilé  granuleux  jieu  coloré  ;  noyau 
très  gros,  à  nucléoles  alignés  ;  autour  du  noyau,  le 
cytoplasme  abondant  occupe  tout  l'espace  libre.  Gr. 
800. 

Fig.   11   et   12.  —  Cedrus   Lihani.    (Il)    Cellule   épidermique   d'une 

très  jeune  feuille  en  so|il(  iiibrc.  Uéseau  vacuolaire  tan- 

nifère  coloré  dans  ses  plus  j)elils  détails.  Plastes  allon- 

.     gés  dans  le  cytoplasme.  (12)   Cellule  de  parenchyme 

montrant  un  réseau  vacuolaire  coloré.  Gr.   1200. 

Fig.  13  et  li.  —  Abies  Nordmmininna.  (13)  Cellule  épidermique 
d'une  très  jeune  feuille  en  septembre.  Réseau  vacuo- 
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laire  coloré  cl  plaslcs.  (H)  (icilulc  (\v  [larenchyme, 
boules  vaniolaires  colorées  d  |ilaslcs.  Gr.   1200. 

Fig.  IT),  10.  17.  —  Larix  leptolepis.  (lô)  (lelhile  épiderrniquc  d'une 
très  jeune  feuille  en  octobre.  Caiialicules  vacuolaires 
incolores,  plastes  allonefés.  (16)  Cellule  de  parenchyme 
jeune  ;  nombreuses  sphérules  colorées  précipitées  dans 
le  vacuome  ;  plastes  allongés  et  flexueiix.  (17)  Cellule 
de  parenchyme  adulte  :  Aacuome  dilaté  renfermant 
des  coipuscules  de  nature  pliénolique,  plastes  globu- 
leux. Gr.  1500. 

Fig.  18.  —  Pin  maritime  (Plantule  dont  la  racine  a  1""^  de  long). 
Cellule  de  l'écorce  hypocotylaire.  Reste  de  matière 
aleuriqiic  dans  les  grandes  vacuoles.  Gros  plastes  por- 
teurs de  grains  d'amidon  volumineux.  Microsomes. 
Gr.  1000. 

PLANCHE  Mil 

Cellules  fixées  et  colorées  par  la  méthode  de  Regaud. 

Fig.  1.  —  Ririinis  commuais.  Cellule  d'albumen  un  peu  avant  ma- 
turité. Grains  d'aleurone  dont  la  protéine  se  précipite 
de  façon  diverse  autour  des  inclusions.  Noyau  étoile  ; 
cytoplasme  alvéolaire  avec  plastes.  Gr.  800. 

Fig.  2.  —  Ricinus  com.mimis.  Cellule  d'albumen  un  peu  avant  ma- 
turité (assise  sous  jacente  aux  cellules  périphériques). 
Grains  d'aleurone  homogènes  ou  contenant  une  seule 
inclusion  (cristalloïde).  Les  plastes  sont  décolorés. 
Gr.  800. 

Fig.  3.  —  Ricinus  commuins.  Portion  du  cytoplasme  dans  un  albu- 
men avant  maturité  (cellule  profonde).  Grains  d'aleu- 
rone de  deux  tailles  très  différentes  ;  les  gros  ont  leur 
protéine  précipitée  et  très  colorée,  les  petits  peuvent 
être  homogènes.  Gr.  1200. 

Fig.  4.  —  Ricinus  com.munis.  Cellule  profonde  d'albumen  après 
germination  (long.  rac.  plant.  =  1/2  cm.)  ;  aleurone 
transformée  en  vacuoles  contenant  des  coi-puscules 
précipités.  Gr.  800. 

Fig.  5.  —  Ricinus  com^m^nis.  (iellule  de  la  p(''iipliéric  de  l'allMi- 
nien  en  cou|)e  ti-ansversale  (graine  mûre).  Grains 
d'aleurone  homogènes.  Gr.  1000. 

Fig.  0  et  7.  ^-  Ricinus  communis.  Deux  grains  d'aleurone  isolés^ 
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(graine  mûre,  cellule  profonde)  ;  dans  l'un,  grains  de 
protéine  précipités  et  très  colorés.  Gr.  1200. 

Fig.  8.  —  Ricinus  communis.  Cellule  profonde  d'albumen  (long, 
rac.  plant.  —  1/2  cm.).  Une  seule  vacuole  contenant 
des  précipitations  colorées  autour  du  restant  des  inclu- 
sions et  sur  la  paroi  vacuolaire  ;  plastes.  Gr.  800. 

Fig.  0,  10,  11,  12.  —  Ricinus  communis.  Quatre  vacuoles  aleu- 
riques  provcnani  d'un  all)umen  germé  ;  digestion  des 
inclusions  et  précipitations  diverses.  Gr.  1000. 

Fig.  13.  —  Ricinus  comnuinis.  Cellule  d'albumen  mûr  (cellule  pro- 
fonde). Grains  d'aleurone  de  deux  tailles  différentes  ; 
plastes  et  microsomes.  Gr.  800. 

Fig.  'i.  —  Pinus  marilima.  Cellule  de  la  radicule,  près  des  initiales. 
Noyau  à  la  j)i-o])hasc  ;  juitoplastes,  vacuoles  conte- 
nant des  corpuscules  colorés.  Gr.  1200. 

Fig.  15.  —  Pinus  maritima.  Cellule  allongée  du  faisceau  procam- 
bial de  la  radicule  ;  plastes  divers  dont  certains  éla- 
borent de  l'amidon  :  vacuoles  irrégulières  résultant 
de  la  modificalion  d'un  réseau  sous  l'action  du  fixa- 
teur. Gr.  120f». 

l-'ig.  !(>.  —  Ciingh'o  hilcba.  Grain  do  pollen  a\anl  les  divisions  de 
maturation  (Regaud).  Petites  vacuoles  claires,  plastes 
noirs,  microsomes  non  difféienciés.  Gr.  ]()()(). 

Fig.  17.  —  CcpJicIcfnxus  Forlunci.  Grain  de  pollen  après  les  divi- 
sions réductrices.  Réseau  vacuolaire  clair,  plastes  et 
microsomes.  Gr.   U)00. 

Fig.  IS.  —  Tcrus  haccnta.  Gr.iin  de  pollen  une  quinzaine  de  jours 
avant  maturation  ;  grandes  vacuoles  claires  ;  plastes 
noirs,  microsomes  non  différenciés.  Gr.  1000. 

Fig.  10.  —  Ccp]udota.xus  Forfinivi.  Coupe  au  travers  de  grains  de 
pollen,  encore  réunis  en  tétrades-  Gr.  1000. 

PLANCHE  XIV 

Celi.ules  fixées  et  colorées  par  les  méthodes  de  Regaud 

et  de  lvguesse 

Fig.  1.  —  Portion  d'un  tube  sécréteur  clie/.  une  très  jeune  plan- 
tule  de  Cedrus  Libani  (coque  non  ouverte).  La  région 
figurée  est  celle  qui  renferme  le  noyau.  Dans  le  cyto- 
plasme :  plastes  allongés,  parfois  porteurs  d'une  vési- 
cule incolore  et  microsomes  granuleux  et  très  nom- 
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breux.  Vacitcme  coiniuenaiil  de  grandes  vacuoles  à 
sécrétion  dont  \v  coiilcnu  est  précipité  et  de  petites 
sphérules  ayant  noirci  par  l'effet  de  l'acide  osniique 
(niélliode  ,1.   de  Laguesse).   (ir.    1(100. 

f'ig.  'J.  —  l\)i1ion  d'un  lube  sécréteur  chez  un  endjryon  de  la  graine 
de  CcdriJS  Libani.  La  réiïion  figurée  renferme  le 
noyau.  D.ms  le  cNlopiasiue,  éléiiicnls  allongés  ou  en 
courts  bâtonnets,  rarement  granuleux  (plastes).  Les 
niicroficmcf;  manipienl.  Vacuome  formé  de  boules  de 
grosseurs  variables,  homogènes,  jaune  d'or,  non  colo- 
lées  par  l 'hématoxyline  (méthode  de  liegaud).  Gr. 
1000. 

!'"ig  ,').  —  (l^llule  sous  éjiidernrupie  de  l'iiypocotyle  dans  un  em- 
bryon de  graine  chez  le  Pi  nus  marifinui.  Cytoplasme 
alvéolaire  (les  alvéoles  conlenaieiil  de  l'huile  a  in 
\ivo  »).  (iranulations  sur  la  trame  (plastes)  ;  grains 
d'aleinone  (méthode  de  Regaud).  Gr.   1500. 

I''ig.  'i.  —  Grains  d'aleurone  de  la  cellule  précédente  vus  à  un  gros- 
sissement su|)érieur.  Il  y  a  parfois  un  dépôt  coloré  sur 
la  paroi  vacuolaire  (précipitation  partielle  de  la  pro- 
téine et  non  pas  écorce  mitocbondriale).  Gr.  3000. 

Fig.  .").  —  Grain  de  pollen  de  YV.Ju.s'  baccafa  un  peu  avant  la  matu- 
rité. Vacuome  en  léseau  clair.  l'iastes  globuleux  (mé- 
thode .T.  de  Laguesse).  Gr.  2000. 

l-'ig.  n.  —  Même  exemple,  presque  mur.  Cytoplasme  alvéolaire  (mé 
ihode  .T.  de  LaGfuesse).  Gr.  2000. 
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